Expressionsanalyse ausgewählter Gene des JAK-STAT-Signalweges in Trophoblastzelllinien nach Stimulation mit GM-CSF, LIF und Oncostatin M by Beckus, Juliane
  
 
 
 
 
EXPRESSIONSANALYSE AUSGEWÄHLTER GENE DES 
JAK-STAT-SIGNALWEGES IN 
TROPHOBLASTZELLLINIEN NACH STIMULATION MIT 
GM-CSF, LIF UND ONCOSTATIN M 
 
 
 
 
 
 
Dissertation 
zur Erlangung des akademischen Grades 
 
doctor medicinae (Dr. med.) 
 
vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultät 
der Friedrich-Schiller-Universität Jena 
 
 
 
 
 
 
von Juliane Beckus 
geboren am 12.5.1989 in Reichenbach im Vogtland 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gutachter 
 1. Prof. Dr. Udo Markert, Jena 
 2. PD Dr. Uta-Christina Hipler, Jena 
 3. Prof. Dr. Udo Jeschke, München 
 
Tag der öffentlichen Verteidigung:  8.2.2016 
 I 
Abkürzungsverzeichnis 
 
Abb. Abbildung 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
bp Basenpaare 
c Konzentration 
CASP Caspase 
cDNA Complementary DNA (komplementäre DNA) 
CIS Cytokine-Inducible SH2-containing protein 
cm2 Quadratzentimeter 
Da Dalton 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase (extrazelluläre Signal-regulierte 
Kinase) 
EVT Extravillous trophoblast (extravillöse Trophoblastzellen) 
g Erdbeschleunigung 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
gDNA Genomische DNA 
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
GP Glycoprotein 
FKS  Fetales Kälberserum 
H6PD Hexose-6-phosphat-Dehydrogenase 
hCG Humanes Choriongonadotropin 
HMBS Hydroxymethylbilan-Synthase 
HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 
IL Interleukin 
JAK Januskinase 
kDa Kilodalton 
L Leiter, Größenmarker in der Gelelektrophorese 
LIF Leukemia Inhibitory Factor 
mA Milliampere 
 II 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
ml Milliliter 
mRNA Messenger RNA (Boten-RNA) 
ng Nanogramm 
NTC Non-Template Control (Negativkontrolle ohne Template) 
Oligo(dT)s Oligonukleotid aus Desoxribonukleotiden mit der Base Thymidin 
P  Passage 
PBS Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PIAS Protein Inhibitor of Activated STAT 
qPCR Quantitative PCR 
RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
RTK Rezeptortyrosinkinase 
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
SOCS Suppressor of Cytokine Signalling 
SSI-1 STAT-induced STAT inhibitor-1 
STAT  Signal Transducers and Activators of Transcription 
Tab. Tabelle 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TIMP Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases 
tRNA Transfer-RNA 
U Units (Enzymeinheit) 
V Volt 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
µM Mikromolar 
 III 
Inhaltsverzeichnis 
1 Zusammenfassung ....................................................................................................... 1 
2 Einleitung ...................................................................................................................... 2 
2.1 Plazentaentwicklung ............................................................................................... 2 
2.2 Zelluläre und molekulare Mechanismen der Trophoblastinvasion ........................... 5 
2.3 Plazentafehlentwicklung und maligne Trophoblasten .............................................. 8 
2.4 Die IL-6-Zytokinfamilie ............................................................................................ 9 
2.4.1 LIF .................................................................................................................... 9 
2.4.2 Oncostatin M .................................................................................................. 10 
2.5 Das Zytokin GM-CSF ............................................................................................ 11 
2.6 Der JAK-STAT-Signalweg ..................................................................................... 13 
2.7 Regulation des JAK-STAT-Signalweges in Trophoblasten .................................... 16 
3 Ziel der Arbeit ............................................................................................................. 18 
4 Material und Methoden ............................................................................................... 20 
4.1 Material ................................................................................................................. 20 
4.1.1 Geräte ............................................................................................................ 20 
4.1.2 Chemikalien ................................................................................................... 20 
4.1.3 Kits ................................................................................................................. 22 
4.1.4 Enzyme .......................................................................................................... 22 
4.1.5 Lösungen ....................................................................................................... 22 
4.1.6 Primer............................................................................................................. 26 
4.1.7 Zelllinien ......................................................................................................... 26 
4.2 Methoden .............................................................................................................. 27 
4.2.1 Zellkultur......................................................................................................... 27 
4.2.2 Zellstimulation mit Zytokinen .......................................................................... 28 
4.2.3 Entwicklung neuer Primer .............................................................................. 28 
4.2.4 Extraktion der Gesamt-RNA ........................................................................... 29 
4.2.5 Extraktion der genomischen DNA .................................................................. 29 
4.2.6 Reverse Transkription .................................................................................... 29 
4.2.7 Konventionelle Polymerasekettenreaktion ..................................................... 29 
4.2.8 Low-volume-RT-PCR ..................................................................................... 30 
4.2.9 Quantitative PCR (qPCR)............................................................................... 31 
4.2.10 Gelelektrophorese .......................................................................................... 32 
 IV 
4.2.10.1 Agarosegelelektrophorese ....................................................................... 32 
4.2.10.2 Polyacrylamidgelelektrophorese .............................................................. 32 
5 Ergebnisse .................................................................................................................. 33 
5.1 Optimierung der PCR-Bedingungen ...................................................................... 33 
5.2 Einfluss der Zytokine auf die Genexpression in den Zelllinien .............................. 38 
5.2.1 Konventionelle PCR ....................................................................................... 38 
5.2.2 Low-volume-RT-PCR ..................................................................................... 40 
5.2.2.1 HTR-8/SVneo .......................................................................................... 41 
5.2.2.2 JEG-3 ...................................................................................................... 43 
5.2.2.3 JAR .......................................................................................................... 44 
5.2.3 Single-cell-PCR .............................................................................................. 45 
5.2.4 qPCR ............................................................................................................. 46 
6 Diskussion .................................................................................................................. 61 
7 Schlussfolgerungen .................................................................................................... 68 
8 Literaturverzeichnis ..................................................................................................... 70 
9 Anhang ....................................................................................................................... 77 
Zusammenfassung  1 
1 Zusammenfassung 
Trophoblastzellen sind embryonale Zellen, die bei der Entwicklung der Plazenta invasiv in 
mütterliches Gewebe vordringen. Aufgrund dieser Eigenschaft wurden Trophoblastzellen 
schon oft mit malignen Tumorzellen verglichen. Anders als die Tumorzellen werden 
Trophoblastzellen jedoch spezifisch gesteuert und am unkontrollierten Wachstum 
gehindert. Eine zentrale Rolle spielt hierbei der JAK-STAT-Signalweg. Aus der Erforschung 
der genauen Steuerung dieses Signalweges erhofft man sich, einerseits Erkenntnisse 
über Schwangerschaftspathologien und Immunprozesse zu gewinnen, zum anderen im 
Vergleich mit Tumorzellen deren Pathomechanismen und mögliche Beeinflussbarkeit zu 
ergründen. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der drei Zytokine LIF, Oncostatin M und 
GM-CSF auf die Expression verschiedener Zielgene des JAK-STAT-Signalweges in den 
drei Trophoblastzelllinien JEG-3, HTR-8/SVneo und JAR mithilfe verschiedener PCR-
Verfahren vergleichend zu untersuchen. 
Zur Etablierung diente die konventionelle PCR, deren Sensitivität für eine 
Expressionsanalyse jedoch zu gering ist. In der hochsensitiven Low-volume-PCR konnte 
eine deutliche Steigerung der Expression von SOCS3 (eines Inhibitors des JAK-STAT-
Signalweges) nach LIF-Stimulation von HTR-8/SVneo-Zellen gezeigt werden, jedoch nicht 
nach Stimulation von JEG-3- und JAR-Zellen. Eine mögliche Erklärung könnten 
Mutationen der Tumorzellinien JEG-3 und JAR im Gegensatz zur nicht tumorösen Zelllinie 
HTR-8/SVneo sein. Zur Untersuchung unterschiedlicher Genexpressionsmuster der 
einzelnen Zellen einer Population wurde die Single-cell-PCR erprobt. Dabei handelt es 
sich um die Durchführung einer Low-volume-PCR mit einzelnen Zellen. Deren 
methodische Mängel konnten aber nicht zufriedenstellend beseitigt werden. In der 
quantitativen Real-time-PCR (qPCR) konnte gezeigt werden, dass CASP4 und PIAS3 
sowohl in JEG-3- als auch in JAR-Zellen nach LIF-Stimulation vermehrt exprimiert zu 
werden scheinen. Trophoblastzellen wandeln mithilfe der CASP4 das Zytokin IL-1ß in 
seine aktive Form um und ermöglichen so die Implantation des Embryos. PIAS3 ist wie 
SOCS3 ein Inhibitor des JAK-STAT-Signalweges. Diese Ergebnisse bedürfen jedoch 
aufgrund der geringen Zahl an Versuchswiederholungen und noch nicht abschließend 
beseitigter methodischer Unsicherheiten weiterer Überprüfung. Die Etablierung genannter 
Verfahren erlaubt für die Zukunft die Ausweitung der Versuche auf andere Zelllinien, 
andere Zytokine und andere Zielgene. 
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2 Einleitung 
2.1 Plazentaentwicklung 
Die Plazenta ist das für die Versorgung des Embryos und somit die Aufrechterhaltung der 
Schwangerschaft entscheidende Organ. Sie ist einerseits Austauschfläche für Blutgase, 
Elektrolyte, Nährstoffe, Stoffwechselschlacken, Hormone und auch Antikörper, 
andererseits bildet sie als endokrinologisches Organ zahlreiche Hormone. 
Die Entwicklung der Plazenta wird durch den Kontakt embryonaler Zellen mit dem 
mütterlichen Endometrium ausgelöst; die reife Plazenta besteht sowohl aus Zellen des 
Keimes als auch aus Zellen der Mutter. 
Die nach der Befruchtung der Eizelle durch die Verschmelzung von männlichem und 
weiblichem Vorkern entstandene Zygote entwickelt sich zunächst durch mitotische 
Teilungen innerhalb der Zona pellucida zur Morula. In dieser aus 16 bis 32 Zellen 
bestehenden Form wird vier Tage nach der Befruchtung das Uteruslumen erreicht. Hier 
entsteht ein flüssigkeitsgefüllter Raum innerhalb der Morula, die Blastozystenhöhle. Sie 
teilt die Zellen in zwei morphologisch unterscheidbare Gruppen: Die innere Zellmasse wird 
als Embryoblast, die umgebenden Zellen werden als Trophoblast bezeichnet (Abb. 1). 
 
Abb. 1 Schnitte durch die Blastozyste. Innerhalb der Morula hat sich die 
Blastozystenhöhle gebildet, die Embryoblast und Trophoblast voneinander trennt (Moore 
2007). 
Die Zona pellucida, die zunächst noch die Morula umgab, degeneriert und gibt so den 
Trophoblasten frei, der daraufhin in Kontakt mit der Uterusschleimhaut treten kann. 
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Während es sich bei den Zellen des Embryoblasten um pluripotente Stammzellen handelt, 
sind die Trophoblastzellen hochdifferenziert. Aus ihnen entwickelt sich die Plazenta. 
Am sechsten Tag nach der Befruchtung heften sich die Trophoblastzellen an das 
mütterliche Endometrium an. Die Zellen proliferieren und bilden als äußere Schicht den 
Synzytiotrophoblasten, in dem es keine Zellgrenzen mehr gibt. Der innere Anteil wird im 
Gegensatz dazu nun als Zytotrophoblast bezeichnet (Abb. 2).  
 
Abb. 2 Beginn der Implantation. Nach der Anheftung des Trophoblasten an das 
Endometrium bildet sich als äußere Schicht der Synzytiotrophoblast. Dieser wächst in das 
Bindegewebe des Endometriums ein (Moore 2007). 
Auf mütterlicher Seite wird durch das Einwachsen des Synzytiotrophoblasten die 
deziduale Reaktion ausgelöst. Dadurch kommt es in unmittelbarer Nähe des 
Synzytiotrophoblasten zur Apoptose mütterlicher Deziduazellen, glykogenreicher 
Bindegewebszellen des Endometriums, die so der Ernährung des Keims dienen. 
Entferntere Zellen bilden Tight junctions (besonders enge Zellverbindungen, die nur für 
wenige Stoffe durchlässig sind) aus. So entsteht ein immunologisch geschützter Raum. 
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Im Synzytiotrophoblasten bilden sich daraufhin Lakunen, die Kontakt zu mütterlichen 
Kapillaren und später auch Spiralarterien erhalten, so dass sie sich mit mütterlichem Blut 
füllen. Dadurch kann bereits eine einfache Plazentafunktion erfüllt werden. 
Bei der weiteren Entwicklung des Embryoblasten entsteht das extraembryonale 
Mesoderm, ein Gewebe, dessen parietales Blatt mit dem Zyto- und Synzytiotrophoblasten 
das Chorion bildet. Dieses Chorion bildet die Chorionzotten aus, die als fetaler Anteil der 
Plazenta in den intervillösen Raum ragen, der mütterliches Blut enthält. Auf mütterlicher 
Seite bildet das als Decidua basalis bezeichnete Gewebe die Basalplatte, an der sich 
Chorionzotten fest anhaften können. Mütterliche Plazentarsepten, die durch Vorwachsen 
der Chorionzotten mit Aushöhlung der mütterlichen Dezidua entstehen, unterteilen die 
Plazenta in Kotyledone (Abb. 3). Durch den Anschluss der mütterlichen Endometrium-
arterien und -venen an den intervillösen Raum werden die zunehmend verzweigten 
Chorionzotten von mütterlichem Blut umspült. In den Zotten bilden sich fetale Gefäße, so 
dass sich an den freien, terminalen Zotten die Austauschfläche zwischen fetalem und 
maternalem Kreislauf bildet (Moore 2007).  
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Abb. 3 Schnitt durch die reife Plazenta. Embryonale Chorionzotten sind als Haftzotten an 
der mütterlichen Basalplatte verankert. Von dieser gehen die Plazentarsepten aus, die die 
Plazenta in Kotyledone unterteilen. Mütterliche Arterien und Venen haben Anschluss an 
den intervillösen Raum, so dass mütterliches Blut die Chorionzotten umspült (Moore 2007). 
2.2 Zelluläre und molekulare Mechanismen der Trophoblastinvasion 
Trophoblasten sind die für die Entstehung der Plazenta entscheidenden Zellen. Sie 
vermitteln die Implantation des Embryos und invadieren während der Plazentaentwicklung 
in mütterliches Gewebe, wo sie mit mütterlichen Immunzellen kommunizieren, mütterliche 
Gefäßendothelzellen ersetzen und so Einfluss auf den plazentaren Blutfluss nehmen 
sowie Hormone und Zytokine produzieren. 
Bei der Anheftung der Blastozyste an das mütterliche Endometrium interagieren zunächst 
Mikrovilli des Trophoblasten mit Pinopodien, kleinen Protrusionen des mütterlichen 
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Endometriums (Lopata et al. 2002). Zytokinvermittelte Expression und Interaktion von 
Integrinen und anderen Zelladhäsionsmolekülen festigt diese Bindung (McEwan et al. 
2009). Unterteilt in Zyto- und umgebenden Synzytiotrophoblasten invadieren die 
Trophoblastzellen in die mütterliche Dezidua. Nach Ausbildung der Chorionzotten 
entstehen dann in der Zytotrophoblastschicht der Haftzotten die extravillösen 
Zytotrophoblastzellen (EVT). Diese durch besondere Invasivität gekennzeichneten Zellen 
dringen weiter in mütterliches Gewebe ein und bilden Subpopulationen. Zu den EVT 
zählen die Zytotrophoblastschale, die die Dezidua vom intervillösen Raum trennt (Abb. 3), 
der verteilt in der Dezidua liegende interstitielle Trophoblast, Trophoblastenriesenzellen im 
Plazentarbett und schließlich der endovaskuläre Trophoblast, der die Spiralarterien im 
Endometrium und Teilen des Myometriums arrodiert und remodelliert. Der endovaskuläre 
Trophoblast ersetzt das mütterliche Gefäßendothel, während die Tunica media verloren 
geht, so dass die mütterlichen Gefäße von der autonomen Blutdruckregulation unabhängig 
weit gestellt werden. So wird die kontinuierliche Versorgung des Embryos gewährleistet 
(Moore 2007). 
Auf molekularer Ebene wird die Invasion der Trophoblasten vor allem durch die 
Expression von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) ermöglicht. Zur Gruppe der MMPs 
zählen beim Menschen 23 hydrolytische Enzyme. Die erste MMP wurde bereits 1962 im 
Schwanz der Kaulquappe entdeckt, an deren Abbau sie während der Metamorphose des 
Tieres beteiligt war (Gross und Lapiere 1962). Mittlerweile sind über die Degradation der 
extrazellulären Matrix hinaus viele weitere Funktionen der MMPs bekannt. Die in 
vorliegender Arbeit untersuchten MMPs 2 und 9 bilden die Subgruppe der Gelatinasen und 
werden so auch als Gelatinase A und Gelatinase B bezeichnet. 
MMP2 entsteht aus einem ubiquitär exprimierten 72-kDa-Proenzym, das glykosyliert und 
aktiviert wird. Für die Aktivierung sind TIMP2 (tissue inhibitor of matrix metalloproteases 2) 
und MMP14 nötig (Deryugina et al. 2001), aber auch aktiviertes Protein C kann MMP2 
aktivieren (Nguyen et al. 2000). Dabei kommt es auf die Konzentration der beteiligten 
Enzyme an. TIMP2 inhibiert in hoher Konzentration die Aktivität von MMP2. Neben der 
Spaltung von Typ-I-, -IV-, und -V-Kollagen, denaturiertem Kollagen, Elastin und Vitronektin 
(Chakrabarti und Patel 2005) ist MMP2 auch an der Neovaskularisation beteiligt (Shapiro 
et al. 2010). Über die Prozessierung von Signalproteinen spielt MMP2 außerdem bei 
Inflammationsprozessen eine Rolle (Schonbeck et al. 1998). Trotzdem zeigen MMP2-
Knockout-Mäuse einen normalen Phänotyp, da der Ausfall der wichtigen Funktionen von 
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MMP2 durch das ähnliche MMP9 kompensiert werden kann (Esparza et al. 2004). 
MMP9 wurde 1974 in humanen Leukozyten entdeckt (Sopata und Dancewicz 1974) und 
entsteht aus einem 92-kDa-Proenzym. Aktiviert wird MMP9 unter anderem durch MMP3 
(Ogata et al. 1992). MMP9 spielt eine besondere Rolle in der Angiogenese, denn 
einerseits setzt es die aktive Form von VEGF (vascular endothelial growth factor) frei, 
andererseits degradiert es die Proteine der vaskulären Basalmembran (Bergers und 
Coussens 2000). So zeigen MMP9-Knockout-Mäuse aufgrund der fehlenden 
Proteaseaktivität während der Implantation eine gestörte Fertilität (Dubois et al. 2000). Wie 
MMP2 spielt MMP9 aber auch eine große Rolle bei der Prozessierung von 
Signalproteinen. So werden IL-8, IL-1ß und TGF-ß durch MMP9 aktiviert (Chakrabarti und 
Patel 2005). MMP9 wird im Gegensatz zu MMP2 aber nicht durch TIMP2, sondern durch 
TIMP1 gehemmt (Crocker et al. 2004) und ist auch kein ubiquitär exprimiertes Enzym, 
sondern wird vor allem durch inflammatorische Stimuli induziert (Opdenakker et al. 1991). 
So erfährt die Erforschung der MMP9 auch großes Interesse im Zusammenhang mit 
entzündlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder chronischem Asthma 
bronchiale sowie vielen Tumorerkrankungen (Bjorklund und Koivunen 2005). 
Zur Studie der vielfältig miteinander verwobenen Prozesse bei Implantation, Angiogenese 
und Signaltransduktion wurden in vorliegender Arbeit MMP2, MMP9 und TIMP1 
untersucht. 
Eine weitere wichtige Proteingruppe bilden die Caspasen. Deren Name leitet sich vom 
englischen cysteinyl-aspartate specific protease ab. Es handelt sich also um 
Cysteinproteasen, die Peptidbindungen spezifisch an Aspartatresten spalten. Die 
entscheidende Rolle der Caspasen liegt in der Regulation der Apoptose, die einerseits die 
Gewebehomöostase im erwachsenen Organismus aufrechterhält, andererseits besondere 
Wichtigkeit bei der Entwicklung eines Organismus hat. Caspase-3- und -9-Knockout-
Mäuse sterben perinatal, da vor allem die Hirnentwicklung durch fehlende Apoptose 
massiv gestört ist (Ranger et al. 2001). So überrascht es nicht, dass Tumorwachstum auf 
einer Störung der Caspase-gesteuerten Apoptose beruhen kann. Die erste Caspase 
wurde 1986 im Nematoden Caenorhabditis elegans entdeckt (Ellis und Horvitz 1986). 
Mittlerweile sind in Insekten sowie Säugetieren eine Vielzahl an verschiedenen Caspasen 
bekannt. Sie werden eingeteilt in Initiator- und Effektorcaspasen. Diese unterscheiden sich 
in der Länge ihrer N-terminalen Prodomäne, wobei die Procaspasen mit langer N-
terminaler Domäne die Gruppe der Initiatorcaspasen bilden und eine kurze N-terminale 
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Prodomäne auf eine Effektorcaspase hinweist. Durch die Initiatorcaspasen wird die 
Caspasenkaskade eingeleitet; die Effektorcaspasen spalten dann eine Vielzahl vitaler 
Zellproteine und führen so die Apoptose aus. Jenseits der Apoptoseregulation wurden 
jedoch noch vielfältige andere Aufgaben der Caspasen entdeckt. Die als Caspase-1-
Subfamilie bezeichneten Caspasen 1, 4 und 5 regulieren inflammatorische Prozesse über 
Interleukin-Signalwege, die auch an der Grenzfläche zwischen mütterlichem und fetalem 
Kreislauf eine besondere Rolle spielen. Selbst aktiviert durch Lipopolysaccharide und 
Interferone, prozessieren die Caspasen Prointerleukine (Launay et al. 2005). Für die in 
vorliegender Arbeit untersuchte Caspase-4 im Speziellen wurde gezeigt, dass sie auch in 
TNF-α-Signalwege involviert ist (Nickles et al. 2012) und eine wichtige Rolle bei der 
Bildung von Inflammasomen spielt (Sollberger et al. 2012). Dabei handelt es sich um 
Proteinkomplexe innerhalb von Zellen, die über IL-1ß eine Entzündungsreaktion auslösen. 
Dieses wird von Caspase-4 aktiviert (Kamens et al. 1995). IL-1ß wiederum inhibiert die 
Expression von TIMP-1 (Huang et al. 1998).  
2.3 Plazentafehlentwicklung und maligne Trophoblasten 
Die zeitlich und räumlich begrenzte Invasivität der Trophoblasten bei der 
Plazentaentwicklung ist streng kontrolliert. Zahlreiche Zytokine, Wachstumsfaktoren, deren 
Bindeproteine und Bestandteile der Extrazellulärmatrix steuern Proliferation, Migration und 
Invasivität der Trophoblasten (Fitzgerald et al. 2005a), die im Grunde auf den gleichen 
Mechanismen beruhen wie ebendiese Eigenschaften bei Tumorzellen (Murray und Lessey 
1999). So überrascht es nicht, dass aus Fehlsteuerung der Kontrollmechanismen eine 
übermäßige Trophoblasteninvasion resultieren kann, die dann zu trophoblastischen 
Schwangerschaftsneoplasien und Chorionkarzinomen führen kann. Umgekehrt kann eine 
verminderte Invasion der EVT-Zellen aber auch zu schlechter Plazentadurchblutung und 
somit zu Präeklampsie und Wachstumsverzögerung des Feten führen (Moore 2007). 
Die genauen molekularen Mechanismen der Proliferations- und Invasionsregulation sind 
gerade auch wegen der Parallelen zum Tumorwachstum aktueller Forschungsgegenstand, 
aber trotz zahlreicher Entdeckungen in weiten Teilen noch unverstanden. Im Folgenden 
wird auf den in der vorliegenden Arbeit untersuchten JAK-STAT-Signalweg und seine 
Botenstoffe näher eingegangen. 
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2.4 Die IL-6-Zytokinfamilie 
Zytokine sind eine heterogene Gruppe aus Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die 
in verschiedensten Geweben sezerniert werden und vor allem parakrin wirken. Zu ihnen 
gehören zum Beispiel die Wachstumsfaktoren EGF (epidermal growth factor) und PDGF 
(platelet derived growth factor), das für die Bildung von Erythrozyten wichtige 
Erythropoietin, die vor allem auf Leukozyten wirkenden Interleukine, der pleiotrope TNFα 
(Tumornekrosefaktor alpha) und viele weitere Faktoren (Löffler 1999). 
Zur IL-6-Zytokinfamilie gehören das namensgebende Interleukin-6 (IL-6), IL-11, LIF 
(leukaemia inhibitory factor), Oncostatin M, CNTF (ciliary neurotrophic factor), CT-1 
(cardiotrophin 1) und CLC (cardiotrophin-like cytokine). 
Ihre Wirkung entfalten Zytokine über die Bindung an membranständige Zytokinrezeptoren 
oder diesen ähnliche Rezeptortyrosinkinasen (RTKs). Die IL-6-Zytokinfamilie bindet an die 
mit dem JAK-STAT-Signalweg gekoppelten Zytokinrezeptoren. Diese bestehen aus 
mehreren Untereinheiten, die sich durch die Ligandenbindung zu einem Rezeptorkomplex 
formieren. Die Untereinheiten sind Moleküle mit je einer Transmembrandomäne, die 
zwischen extrazellulärem und zytoplasmatischem Molekülanteil liegt. Je nach Ligand, der 
an den extrazellulären Molekülanteil bindet, wird ein Dimer aus verschiedenen 
Rezeptoruntereinheiten gebildet (Löffler 1999). Mindestens eine Untereinheit ist dabei ein 
GP130-Molekül. Wie die Abkürzung nahelegt, handelt es sich hierbei um ein Glykoprotein 
mit einem Molekulargewicht von 130 kDa (Hibi et al. 1990). Einige Zytokine binden an ein 
GP130-Homodimer, andere an ein Heterodimer aus GP130 und dem LIF- oder Oncostatin 
M-Rezeptor oder benötigen noch eine zusätzliche, dritte Rezeptoruntereinheit (Robledo et 
al. 1997) 
Im Folgenden werden die in der vorliegenden Arbeit zur Zellstimulation genutzten Zytokine 
LIF und Oncostatin M genauer charakterisiert. 
2.4.1 LIF 
LIF (leukemia inhibitory factor) ist ein wichtiges Zytokin aus der IL-6-Zytokinfamilie. Es ist 
ein glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von 37000 bis 62000 Da (abhängig 
vom Grad der Glykosylierung) und wurde zunächst aus dem Medium kultivierter 
Tumorzellen isoliert (Tomida et al. 1984b, Hilton et al. 1988). Dann konnte es aus cDNA 
muriner T-Lymphozyten kloniert werden (Gearing et al. 1987) und schließlich auch aus 
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humaner DNA (Gough et al. 1988). Es wurde als ein Faktor beschrieben, der die 
Ausreifung von murinen Leukämiezellen zu Makrophagen induzieren kann, was zum 
Namen des Zytokins führte (Tomida et al. 1984a, Gearing et al. 1987). Mittlerweile sind 
jedoch pleiotrope Effekte von LIF bekannt. LIF-mRNA ist in vielen Organen nachweisbar 
und in nahezu jeder Zelle ist die LIF-Produktion durch eine große Zahl an Mediatoren 
induzierbar (Brown et al. 1994). Es reguliert beispielsweise Vorgänge von der 
verletzungsinduzierten Neurogenese (Bauer et al. 2003) über die Nephronentstehung in 
der Niere (Barasch et al. 1999) bis zum Kapillarwachstum (Paradis und Gendron 2000). 
Viele dieser Effekte können jedoch aufgrund der in der IL-6-Zytokinfamilie ähnlichen 
Rezeptoren auch durch andere Zytokine der IL-6-Zytokinfamilie übernommen werden 
(Gearing und Bruce 1992). So sind LIF-Knockout-Mäuse entgegen den Erwartungen 
lebensfähig, können sich aber nicht fortpflanzen. Denn insbesondere auch in Drüsenzellen 
des Uterus wird LIF produziert und ist dabei für die Implantation von großer Bedeutung 
(Stewart et al. 1992). LIF stimuliert die Trophoblasten zur Bildung von 
Choriongonadotropin und Fibronektin, das die Anheftung an den Uterus begünstigt 
(Nachtigall et al. 1996), führt zur Bildung von HLA-G auf der Trophoblastenoberfläche, das 
für die Immuntoleranz der Mutter von Bedeutung ist (Bamberger et al. 2000) und erhöht 
Zellproliferation sowie Invasivität der Trophoblasten (Fitzgerald et al. 2005b). Über eine 
negative Rückkopplung des JAK-STAT-Signalweges supprimiert LIF auch seine eigenen 
Effekte. STAT3 induziert dafür den Inhibitor SSI-1 (STAT-induced STAT inhibitor-1), der 
Januskinasen hemmen kann (Naka et al. 1997). 
Vor allem die Veröffentlichung von Frau Dr. Justine Fitzgerald aus diesem Labor zur 
gesteigerten Zellproliferation und Invasivität der Trophoblasten durch LIF-Stimulation 
bildete einen Ausgangspunkt für die vorliegende Arbeit (Fitzgerald et al. 2005b). 
2.4.2 Oncostatin M 
Oncostatin M ist ein weiteres wichtiges Zytokin aus der IL-6-Zytokinfamilie. Es ist ein 
Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 28000 Da und wurde erstmals 1986 aus 
dem Kulturüberstand von zur Differenzierung angeregten U-937-Lymphomzellen isoliert. 
Namensgebend war die Unterdrückung des Wachstums von A375-Melanomzellen durch 
dieses neue Zytokin (Zarling et al. 1986). Seitdem wurden für Oncostatin M allerdings - 
genau wie für das sehr ähnliche Zytokin LIF (siehe oben) - pleiotrope Effekte entdeckt. Es 
wurden weitere Tumorzellen entdeckt, deren Wachstum Oncostatin M hemmen kann, wie 
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zum Beispiel Meningeomzellen (Schrell et al. 1998), aber auch das Wachstum 
gewöhnlicher Endothelzellen wird inhibiert (Takashima und Klagsbrun 1996). Andererseits 
wird das Wachstum von Fibroblasten stimuliert (Zarling et al. 1986). Oncostatin M führt 
außerdem zur Differenzierung verschiedener Tumorzellen (Bruce et al. 1992) und 
Megakaryozyten (Begley 1994), andererseits inhibiert es die Differenzierung embryonaler 
Stammzellen in vitro (Rose et al. 1994). Weitere Bedeutung kommt Oncostatin M im 
Knochenstoffwechsel zu (Jay et al. 1996), sowie bei der Entwicklung von Nervensystem 
(Morikawa 2005) und Leber (Kamiya et al. 1999). Auch in der Beendigung der Akute-
Phase-Reaktion der Entzündung spielt Oncostatin M eine Rolle (Wahl und Wallace 2001), 
so dass es in der Erforschung inflammatorischer Erkrankungen wie der rheumatoiden 
Arthritis schon längere Zeit großes Interesse hervorruft (Hui et al. 1997). 
Oncostatin M hat zwar eine eigene Zytokinrezeptoruntereinheit (siehe Kapitel 2.4), kann 
aber auch an das Heterodimer aus GP130 und LIF-Rezeptor binden, was die zum Teil 
ähnlichen Wirkungen von LIF und Oncostatin M erklärt (Gearing und Bruce 1992). So liegt 
auch die Vermutung nahe, dass Oncostatin M, genauso wie LIF, über den JAK-STAT-
Signalweg Einfluss auf Trophoblasten nimmt. Erst 2012 erschien eine Veröffentlichung, in 
der die erhöhte Invasivität von Trophoblasten nach Stimulation mit Oncostatin M 
beschrieben wurde (Ko et al. 2012). Insbesondere der Einfluss auf die Matrix-
Metalloproteasen 2 und 9 wurde hier untersucht und eine erhöhte Expression nach 
Stimulation gezeigt. 
2.5 Das Zytokin GM-CSF 
GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) ist ein (nicht zur IL-6-
Zytokinfamilie gehörendes) hämatopoetisches Zytokin, dessen humane Form 1984 aus 
dem Medium kultivierter Leukämiezellen isoliert wurde. Es handelt sich um ein 
Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 22000 Da (Gasson et al. 1984). Synthetisiert 
wird GM-CSF von T-Lymphozyten (Cline und Golde 1974) und B-Lymphozyten (Pluznik et 
al. 1989), aber auch von anderen Zellen des Immunsystems sowie Endothelzellen 
(Malone et al. 1988) und verschiedenen Gewebszellen (Gasson 1991). Insbesondere die 
luminale Endometriumzellschicht (Robertson et al. 1992) und Trophoblasten (Kanzaki et 
al. 1991) gehören zu den GM-CSF-produzierenden Zellen. Rezeptoren für GM-CSF 
wurden an allen reaktionsfähigen Zellen der hämatopoetischen Stammreihe (Park et al. 
1986, DiPersio et al. 1988), aber z. B. auch an Trophoblasten (Gearing et al. 1989) 
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nachgewiesen. Bei dem Rezeptor handelt es sich um einen heterodimeren Rezeptor der 
Hämatopoietin-Rezeptorfamilie, der über den JAK-STAT-, den MAPK- und den PI3-K-
Signalweg die Transkription verschiedener Gene reguliert (Martinez-Moczygemba und 
Huston 2003). So ist GM-CSF an der Proliferationsstimulation von Knochenmark, 
Immunzellen und Endothelzellen sowie an der Aktivitätssteigerung vieler Zellen des 
Immunsystems beteiligt (Gasson 1991). Außerdem wurden im Rahmen der 
Embryonalentwicklung, Implantation und Plazentation mehrere Effekte von GM-CSF 
nachgewiesen, die im Folgenden beschrieben werden. Mäuse mit GM-CSF-Null-Mutation 
zeigen eine retardierte Plazentaentwicklung mit resultierender Wachstumsretardierung des 
Fetus (Robertson et al. 1999). Im Gegensatz dazu erreichen im Rahmen der In-vitro-
Fertilisation in Anwesenheit von GM-CSF kultivierte Embryonen das Blastozystenstadium 
schneller und enthalten mehr Zellen (Sjoblom et al. 1999). Die GM-CSF-Rezeptoren auf 
Trophoblasten sind vor allem auf Zytotrophoblasten und invadierenden extravillösen 
Trophoblasten nachzuweisen und weniger auf Synzytiotrophoblasten. Auch Zellen der 
Zelllinien JEG-3 und JAR exprimieren den Rezeptor (Jokhi et al. 1994). Exogen 
zugeführtes GM-CSF bewirkt hier eine Differenzierung der Trophoblasten in reife 
Synzytiotrophoblasten und stimuliert die Sekretion verschiedener Hormone (Garcia-Lloret 
et al. 1994), während die Zugabe eines anti-GM-CSF-Antikörpers die Proliferation der 
Zelllinien JEG-3, JAR und BEWO hemmt (Wegmann und Guilbert 1992). GM-CSF ist also 
nicht nur für die Immunregulation ein wichtiges Zytokin, sondern auch für Wachstum und 
Differenzierung von Trophoblasten von Bedeutung. 
GM-CSF sowie das ähnliche Zytokin G-CSF wurden außerdem durch Frau Eichelkraut 
(Eichelkraut 2011) und Frau Krause (Krause 2011) in Bachelorarbeiten im Plazentalabor 
untersucht. 
Frau Eichelkraut untersuchte den Einfluss von GM-CSF und G-CSF auf HTR-8/SVneo- 
und JEG-3-Zellen und konnte eine gesteigerte Migration der HTR-8/SVneo-Zellen nach 
Stimulation nachweisen; JEG-3-Zellen ließen sich hingegen bezüglich der Migration nicht 
beeinflussen, stattdessen zeigte sich eine verringerte Invasivität nach GM-CSF-
Stimulation aufgrund einer geringeren MMP2-Expression. 
Frau Krause stimulierte HTR-8/SVneo- und JAR-Zellen mit GM-CSF und G-CSF und 
konnte dabei für die HTR-8/SVneo-Zellen eine Steigerung der STAT5-Expression nach 
einer halben Stunde Stimulation und eine verringerte Expression nach längerer 
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Stimulationszeit zeigen. Eine Änderung des Migrations- und Invasionsverhaltens konnte 
sie jedoch nicht nachweisen. Bei GM-CSF-Stimulation der JAR-Zellen zeigte sich jedoch 
eine verringerte Invasion und Migration der Zellen ohne nachweisbaren Einfluss auf einen 
der untersuchten Botenstoffe des JAK-STAT-Signalweges. 
2.6 Der JAK-STAT-Signalweg 
Die Bindung der verschiedenen Zytokine an ihre Rezeptoren führt zur Aktivierung 
nachgeschalteter Signaltransduktionswege. Der im Zusammenhang mit 
Trophoblastenwachstum und -invasion am meisten untersuchte Signalweg ist der JAK-
STAT-Signalweg (Januskinasen-Signal Transducers and Activators of Transcription-
Signalweg). Er scheint einer der bedeutendsten Signalwege der Trophoblastensteuerung 
zu sein (Fitzgerald et al. 2005a), ist aber zum Beispiel auch für Immunprozesse (Ivashkiv 
2000) und Hämatopoese (Ward et al. 2000) von zentraler Bedeutung. 
Eine schematische Darstellung des Signalweges findet sich in Abb. 4. 
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Abb. 4 Schematische Darstellung des JAK-STAT-Signalweges in einer Zelle. IL-6: 
Zytokin der IL-6-Familie; GP130/LIFR/OSMR: Glykoprotein 130, LIF-Rezeptor oder 
Oncostatin-M-Rezeptor; JAK: Januskinase; P: Phosphorylierter Aminosäurenrest; STAT: 
STAT-Molekül; PIAS: Protein der PIAS-Familie; SOCS: Protein der SOCS-Familie; MMP: 
Matrix-Metalloproteasen; TIMP: Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteases; CASP: 
Caspasen. Schwarze Pfeile bilden die folgende Wirkung ab, rote Pfeile drücken eine 
hemmende Wirkung aus. 
Die Rezeptoren des JAK-STAT-Signalweges sind Zytokinrezeptoren, die aus mehreren 
Untereinheiten bestehen. Sie formieren sich durch die Ligandenbindung zu einem 
Rezeptorkomplex (siehe Kapitel 2.4). 
Durch die Bildung des Rezeptorkomplexes kann sich nun je eine Januskinase an den 
zytoplasmatischen Anteil einer Rezeptoruntereinheit wie GP130, LIF-Rezeptor oder 
Oncostatin M-Rezeptor anlagern. Januskinasen sind tyrosinspezifische Kinasen und 
phosphorylieren als solche Tyrosinreste der zytoplasmatischen Ketten der 
Rezeptormoleküle. Die bedeutendste der Januskinasen ist die JAK1; ihr Fehlen hat 
schwerwiegende Folgen für die betreffende Zelle (Guschin et al. 1995), daneben 
existieren jedoch noch weitere Kinasen wie JAK2 und TYK2 (Stahl et al. 1994). Zusätzlich 
zu Ihrer wichtigen Rolle bei der Signaltransduktion kommt den Januskinasen außerdem 
eine Bedeutung für die Regulation der Rezeptorexpression zu (Radtke et al. 2002). 
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Die phosphorylierten zytoplasmatischen Tyrosinreste der Rezeptormoleküle werden zu 
Bindungsstellen für Moleküle mit einer SH2-Domäne, wie zum Beispiel die STATs. Sie 
lagern sich an die Rezeptormoleküle an und ihre Tyrosin- und Serinreste werden ebenfalls 
durch die Januskinasen phosphoryliert. Daraufhin dissoziieren die STATs wieder vom 
Rezeptorkomplex und bilden Dimere. In dieser Form können die STATs in den Zellkern 
translozieren und direkt die Transkription regulieren (Löffler 1999). 
STAT ist die Abkürzung für Signal Transducers and Activators of Transcription, als Dimere 
fördern STATs also im Kern die Transkription verschiedener Gene. Es sind sieben STATs 
bekannt, STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6, die Homo- und Heterodimere bilden können. Vor 
allem von STAT3 und 5 ist bekannt, dass sie durch Phosphorylierung ohne 
Ligandenbindung und somit daueraktiviert an Tumorwachstum beteiligt sind (Bromberg et 
al. 1999, Migone et al. 1995), wohingegen die von STAT1 aktivierten Gene antiproliferative 
Effekte zu haben scheinen und mangelnde Aktivierung von STAT1 zu Tumorwachstum 
führt (Bromberg et al. 1998). 
Einen direkten negativen Rückkopplungsmechanismus bildet die Transkription von SOCS-
Proteinen. Zu dieser Familie gehören SOCS1-7 sowie CIS. SOCS steht hierbei für 
Suppressor Of Cytokine Signaling und CIS für Cytokine-Inducible SH2-containing protein. 
Die SOCS-Proteine inhibieren den JAK-STAT-Signalweg auf unterschiedliche Weisen. 
SOCS1 und 3 interagieren mit den Januskinasen und inhibieren so ihre katalytische 
Aktivität (Nicholson et al. 1999). Für CIS ist nachgewiesen, dass es mit STAT5b um 
phosphorylierte Tyrosinreste des Zytokinrezeptors konkurriert und so dessen Aktivierung 
hemmt (Ram und Waxman 2000). Als dritter Mechanismus wird durch die SOCS-Proteine 
der proteosomale Abbau von aktivierten Signalproteinen eingeleitet (Zhang et al. 1999). 
Weiteren inhibitorischen Einfluss auf den JAK-STAT-Signalweg hat die PIAS-
Proteinfamilie. PIAS steht für Protein Inhibitor of Activated STAT und bei Säugetieren sind 
die Formen PIAS1, 3, x und y nachgewiesen. Wie die SOCS-Proteine haben auch die 
PIAS-Proteine unterschiedliche Wirkmechanismen. Zum einen binden PIAS1 und 3 direkt 
an STAT-Dimere und verhindern deren Transkriptionsaktivierung (Chung et al. 1997, Liu et 
al. 1998). PIASx und PIASy aktivieren hingegen Ko-Repressoren wie Histondeacetylasen 
(Arora et al. 2003, Liu et al. 2001). Desweiteren kann PIAS1 durch Sumoylierung (einem 
der Ubiquitinylierung ähnlichen Prozess) den proteosomalen Abbau von STAT1 
beschleunigen (Ungureanu et al. 2003). In vivo zeigte sich durch das Fehlen von PIAS-
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Homologen bei Drosophila den Erwartungen entsprechend eine höhere 
Entstehungswahrscheinlichkeit für Leukämien (Betz et al. 2001). 
2.7 Regulation des JAK-STAT-Signalweges in Trophoblasten 
Eine Zusammenfassung der bis 2005 bekannten Zusammenhänge zwischen Zytokinen, 
Signalwegen und deren Effekten auf die Trophoblasteninvasion findet sich in einer 
Veröffentlichung aus diesem Labor (Fitzgerald et al. 2005a). In dieser Arbeit ist eine 
Vielzahl an Botenstoffen, wie unterschiedlichsten Wachstumsfaktoren, verschiedenen 
Interleukinen, TNF-α, Leptin und anderen Zytokinen aufgelistet. 
Im Folgenden wird auf die für vorliegende Arbeit relevanten Erkenntnisse sowie auf 
aktuelle Entwicklungen eingegangen. 
Zur Wirkung von GM-CSF wurde schon 1992 berichtet, dass es von humanen 
extravillösen Trophoblastzellen, die aus Ersttrimester-Plazenten isoliert wurden, gebunden 
wird und deren DNA-Synthese und Proliferation (gemessen anhand eines Cytokeratins 
und des nukleären Proliferationsantigens Ki-67) bewirkt (Loke et al. 1992). Zudem wird die 
Differenzierung zu einem Synzytium angeregt (Morrish et al. 1998). Als genutzter 
Signalweg wurde der Proteinkinase-C-Signalweg angegeben (Imakawa et al. 1997). In 
anderen Zellen wurde aber auch über die Aktivierung von JAK2 und STAT5 berichtet 
(Watanabe et al. 1996, Ooi et al. 1998). Eine jüngere Veröffentlichung berichtet speziell 
über die Stimulation des JAK-STAT-Signalweges in JEG-3-Zellen durch das dem GM-CSF 
ähnliche G-CSF (Marino und Roguin 2008). 
Ebenfalls durch Frau Dr. Fitzgerald und Mitarbeiter aus dem Plazentalabor wurde bereits 
die Wirkung von LIF auf JEG-3-Zellen untersucht (Fitzgerald et al. 2005b). Dabei konnte 
besonders die gesteigerte STAT3-Phosphorylierung durch LIF gezeigt werden. Dadurch 
weisen LIF-stimulierte JEG-3-Zellen eine gesteigerte Proliferation auf und können leichter 
in eine artifizielle extrazelluläre Matrix invadieren. Zudem konnte eine Herabregulation von 
TIMP1 und eine Heraufregulation von Caspase-4 gezeigt werden. Die gesteigerte 
Differenzierung von Zytotrophoblastzellen zum Synzytiotrophoblasten durch LIF zeigte 
bereits eine frühere Arbeit (Sawai et al. 1995). Dabei postulierten die Autoren die 
gesteigerte hCG-Produktion der Zellen nach Stimulation als Mechanismus. Im Mausmodell 
konnte gezeigt werden, dass der LIF-Rezeptor-JAK1-STAT3-SOCS3-Signalweg ein 
essentieller Weg für die Regulation der Differenzierung ist (Takahashi et al. 2008). Schon 
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vorher hatte sich SOCS3 als LIF-induzierter negativer Rückkopplungsmechanismus des 
JAK-STAT-Signalweges erwiesen (Takahashi et al. 2003). Speziell für HTR-8/SVneo-
Zellen zeigte sich, dass LIF-Stimulation die Translokation von STAT3 in den Zellkern 
bewirkt und TIMP1, TIMP2, und TIMP3 herabreguliert werden (Suman et al. 2013). 
Über die ähnlichen Wirkungen des Zytokins Oncostatin M durch die Bindung an den LIF-
Rezeptor wurde bereits im Kapitel 2.4.2 berichtet. Eine Veröffentlichung von 2012 zeigte 
speziell die gesteigerte Invasion von HTR8/SVneo-Zellen nach Oncostatin M-Stimulation. 
Es konnte als Mechanismus die gesteigerte Enzymaktivität von Gelatinasen, vor allem 
MMP2 ausgemacht werden (Ko et al. 2012). 
Es zeigt sich also, dass die Regulation der Trophoblasten ein komplexer Prozess ist, in 
den eine Vielzahl an Botenstoffen und Signalwegen involviert sind, die zudem vielfältig 
untereinander und mit anderen Prozessen im Körper vernetzt sind. Die vorliegende Arbeit 
will und kann sich nur mit einem kleinen Ausschnitt dieser faszinierenden 
Regulationsvorgänge beschäftigen. 
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3 Ziel der Arbeit 
Trophoblastzellen sind stark proliferierende, migrierende und vor allem auch in hohem 
Maße invasiv wachsende Zellen und als solche malignen Tumorzellen nicht unähnlich. Im 
Gegensatz zu Tumorzellen werden Trophoblastzellen jedoch durch eine Vielzahl an endo-, 
para- und autokrinen Signalen daran gehindert, sich unkontrolliert auszubreiten. Die 
Erforschung solcher Signalwege hat in den letzten Jahren nicht nur zu einem 
zunehmenden Verständnis der physiologischen und pathologischen Prozesse, sondern 
auch zur Entwicklung gezielter Therapien geführt. Als Beispiele seien hier die 
Antikörpertherapien bei inflammatorischen Erkrankungen oder beim Mammakarzinom 
genannt. 
Aus der Erforschung der Signalwege speziell in Trophoblastzellen erhofft man sich 
einerseits genauere Erkenntnisse über Schwangerschaftspathologien, andererseits 
spekuliert man darauf, aus den Parallelen zu Tumorzellen Therapiemöglichkeiten für 
Krebserkrankungen sowie andere Erkrankungen des Immunsystems ableiten zu können. 
Zu dieser Grundlagenforschung will diese Arbeit einen Beitrag leisten. 
LIF, Oncostatin M und GM-CSF sind Zytokine, deren Beeinflussung von Trophoblastzellen 
bereits bekannt ist. In dieser Arbeit sollten die molekularen Mechanismen dieser 
Beeinflussung genauer untersucht werden, insbesondere der JAK-STAT-Signalweg, der 
einer der bedeutendsten Signalwege der Trophoblastensteuerung zu sein scheint. Dazu 
sollte die Expression verschiedener Zielgene dieses Signalweges in den drei 
verschiedenen Zelllinien HTR-8/SVneo, JEG-3 und JAR nach Stimulation durch LIF, 
Oncostatin M und GM-CSF mithilfe verschiedener PCR-Verfahren untersucht werden. 
Besonderes Augenmerk sollte dabei auf der Etablierung und dem Vergleich der 
verschiedenen PCR-Methoden, dem Vergleich der verschiedenen Zelllinien untereinander 
und dem Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen Zytokine liegen. Der Vergleich 
zwischen den verschiedenen Zelllinien ist vor allem deshalb von großer Bedeutung, weil 
diese teilweise durch Virentransfektion, teilweise als Tumorzelllinien immortalisiert 
vorliegen und so in ihrem Verhalten nicht dem von primären Trophoblastzellen 
entsprechen. 
Bei den verschiedenen PCR-Methoden handelte es sich konkret um die konventionelle 
PCR mit anschließender Agarosegelelektrophorese, die Low-volume-RT-PCR im 
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AmpliSpeed slide cycler der Firma Beckman Coulter und um die quantitative Realtime-
PCR (qPCR). Erstere diente lediglich zu Vorversuchen wie dem Überprüfen von Primern 
auf cDNA-Spezifität und zur Ermittlung der Annealingtemperatur der selbst erstellten 
Primer. Aufgrund der geringen Sensitivität der konventionellen PCR sollten die 
Stimulationversuche jedoch mit der Low-volume-RT-PCR und anschließender 
Polyacrylamidgelektrophorese ausgewertet werden, die schließlich als Single-cell-PCR 
durchgeführt werden sollte. Hier sollten einzelne Zellen mit Ihren stimulationsabhängigen 
Expressionsunterschieden untereinander verglichen werden, da man von abweichenden 
Expressionsmustern einzelner Zellen innerhalb eines Zellpools ausgeht. Parallel dazu 
sollten einige Gene mit der qPCR untersucht werden, um dabei eventuell in den vorigen 
Versuchen nicht erkannte Expressionsunterschiede nachzuweisen. Bei diesen handelt es 
sich im Gegensatz zur qPCR um Endpunkt-PCRs, die bei hoher Ausgangsexpression 
eines Gens keinen weiteren Expressionsanstieg nach Stimulation zeigen können. Die 
qPCR gilt als das sensitivste Verfahren zum Nachweis von Expressionsunterschieden. 
Die Etablierung eines geeigneten PCR-Verfahrens sollte zudem den Weg für 
nachfolgende Versuche ebnen, in denen die Stimulation mit anderen Zytokinen, das 
Verhalten anderer Trophoblastzelllinien oder die Expression anderer Gene untersucht 
werden kann. 
In dieser Arbeit sollten die Zelllinien HTR-8/SVneo, JEG-3 und JAR nach Stimulation durch 
die Zytokine LIF, Oncostatin M und GM-CSF zunächst auf die veränderte Expression der 
JAK-STAT-Signalweg-assozierten Gene STAT3, MMP2 und 9, SOCS3, TIMP1, PIAS3, 
CASP4 und GP130 mithilfe der genannten PCR-Verfahren untersucht werden. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Material 
4.1.1 Geräte 
Sterilbank HERAsafe (Heraeus) 
Pipettierhilfe pipetus (Hirschmann Laborgeräte) 
Brutschrank HERAcell 150 i (Heraeus) 
Neubauer-Zählkammer improved (Assistent) 
Mikroskop Axiovert 25 (Carl Zeiss) 
Mikromanipulator CK2 plus TDU 500 system (Olympus) 
Zentrifugen Universal 30 F und Mikro 22 R (Hettich) 
Photospektrometer nanodrop ND 1000 (peqlab) 
Mastercycler ep gradient S (Eppendorf) 
AmpliSpeed slide cycler ASC400D + AmpliSlide-Objektträger (Beckman Coulter) 
qTOWER (Analytik Jena) 
Transformator Power Source 300 V (VWR) 
horizontale Gelelektrophoresekammer 40-1214 (peqlab) 
vertikale Gelelektrophoresekammer SE 600 (Hoefer/Serva) 
MF chemiBIS 3.2 (DNR Bio Imaging Systems Ltd.) 
Scanner Canoscan 5600 F (Canon) 
4.1.2 Chemikalien 
5 x RT Buffer (Fermentas) 
6 x Orange DNA Loading Dye (Fermentas) 
Acrylamid (Serva) 
Agarose (Serva) 
Ammoniumpersulfat (APS) (Sigma) 
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Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) (Fermentas) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Serva) 
Ethanol (Roth) 
Fetales Kälberserum (FKS) (Sigma) 
Formaldehyd (Roth) 
GM-CSF (Milteniy) 
Ham's F12 (PAA) 
Hefe-tRNA (Roche) 
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) (Millipore) 
MgCl2-PCR-Puffer 2,5 mM (Fermentas) 
Natriumcarbonat (Roth) 
Natriumhydroxid (Roth) 
nukleasefreies Wasser (Invitrogen) 
O'Gene RulerTM 50 bp DNA ladder (Fermentas) 
Oligo(dT)-Primer (Sigma-Aldrich) 
Oncostatin M (ImmunoTools) 
Phosphate Buffered Saline (PBS) (PAA) 
Red Safe Nucleic Acid Staining Solution (Intron Biotechnology) 
Ribolock RNAse-Inhibitor (Fermentas) 
RPMI 1640 (PAA) 
Salpetersäure (Roth) 
Sealing Solution (Beckman Coulter) 
Silbernitrat (Roth) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva) 
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (Roth) 
Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) (Roth) 
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Trypanblau (Sigma) 
Trypsin/EDTA (PAA) 
4.1.3 Kits 
InnuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena) 
Quick-gDNATM MiniPrep (Zymo Research) 
InnuPREP PCRpure Kit (Analytik Jena) 
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) 
SensiFASTTM SYBR No-ROX Kit (Bioline) 
4.1.4 Enzyme 
Maxima™ Reverse Transcriptase (Fermentas) 
DreamTaq™ DNA Polymerase (Fermentas) 
RNase (Fermentas) 
DNase I (Analytik Jena) 
4.1.5 Lösungen 
Zellkultur: 
Kulturmedium für HTR-8/SVneo- und JAR-Zellen: 
 10% FKS 
 90% RPMI 1640 
Kulturmedium für JEG-3-Zellen: 
 10% FKS 
 90% Ham's F12 
Einfriermedium für HTR-8/SVneo- und JAR-Zellen: 
 30% FKS 
 10% DMSO 
 60% RPMI 1640 
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Einfriermedium für JEG-3-Zellen: 
 30% FKS 
 10% DMSO 
 60% Ham's F12 
Reverse Transkription (Maxima™ Reverse Transcriptase): 
Tab. 1 Reaktionsgemisch für die reverse Transkription mit dem Enzym Maxima™ 
Reverse Transcriptase. 
 
Konventionelle PCR (DreamTaq™ DNA Polymerase): 
Tab. 2 Reaktionsgemisch für die konventionelle PCR mit dem Enzym DreamTaq™ DNA 
Polymerase. 
 
  
Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen (µl)
RNA in nukleasefreiem Wasser 0,05 g/l 14,5
Oligo-dT-Primer 50 µM 5 µM 2
dNTPs 10 mM 0,5 mM 1
5 Minuten bei 65°C
5 x RT Buffer 5 x 1 x 4
Ribolock RNAse Inhibitor 40 U/µl 1 U/µl 0,5
Maxima Reverse Transcriptase 200 U/µl 10 U/µl 1
Gesamtvolumen 20
30 Minuten bei 50°C
5 Minuten bei 85°C
Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen (µl)
Nukleasefreies Wasser 5,6
PCR-Puffer (MgCl2 2,5mM) 10 x 1 x 1
dNTPs 1,25 mM 0,2 mM 1,6
Template 0,5
Primer forward 10 µM 0,6 µM 0,6
Primer reverse 10 µM 0,6 µM 0,6
DreamTaq-Polymerase 0,5 U/µl 0,025 U/µl 0,1
Gesamtvolumen 10
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Low-volume-PCR (QIAGEN OneStep RT-PCR Kit): 
Tab. 3 Reaktionsgemisch für die Low-volume-PCR mit dem QIAGEN OneStep RT-PCR 
Kit. 
 
qPCR (SensiFASTTM SYBR No-ROX Kit): 
Tab. 4 Reaktionsgemisch für die qPCR mit dem SensiFASTTM SYBR No-ROX Kit. 
 
Agarosegel (2%ig): 
 100 ml 1 x TAE 
 2 g Agarose 
 5 µl RedSafe Nucleic Acid Staining Solution 
Polyacrylamidgele (10%ig): 
Tab. 5 Mengenangaben der benötigten Chemikalien für 10%ige Polyacrylamidgele. 
 
  
Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen (µl)
Nukleasefreies Wasser 0,6
Puffer 5 x 1 x 0,2
dNTPs 10 mM each 400 mM each 0,04
Template 10 ng/µl 1 ng/µl 0,1
RNAse Out 40 U/µl 0,8 U/µl 0,02
Enzym-Mix 0,04
Gesamtvolumen 1
Primer (vorher auftragen) 10 µM 0,6 µM 0,6
Ausgangskonzentration Endkonzentration Volumen (µl)
Mastermix 2 x 1 x 5
Primer forward 10 µM 0,3 µM 0,3
Primer reverse 10 µM 0,3 µM 0,3
Template 1
Nukleasefreies Wasser 3,4
Gesamtvolumen 10
Anzahl Gele Aqua dest. (ml) 30% Acrylamid (ml) 10 x TBE (ml) 10% APS (µl) TEMED (µl)
1 13,76 8,3 2,5 416,5 21
2 27,53 16,6 5 833 42
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Silberfärbung von Polyacrylamidgelen (An et al. 2009): 
 Fixierlösung 
  5% Ethanol (v/v) 
  1% Salpetersäure (v/v) 
  0,1% Silbernitrat
 
(m/v) 
 Entwicklerlösung 
  1,3% Natriumhydroxid (m/v) 
  0,65% Natriumkarbonat
 
(m/v) 
  0,4% Formaldehyd (v/v) 
 Stopplösung 
  5% Ethanol (v/v) 
  5% Salpetersäure (v/v) 
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4.1.6 Primer 
Tab. 6 Verwendete Primer in aufsteigender Amplifikatlänge. 
 
* Primer aus dem Labor für gynäkologische Molekularbiologie des Universitätsklinikums Jena 
(Prof. Dr. M. Dürst), mit freundlicher Genehmigung von Dr. Norman Häfner und Dr. Martina 
Schmitz. 
4.1.7 Zelllinien 
Tab. 7 Verwendete Zelllinien. 
 
Forward GTGATGCTTCCCTGATTGTG
Reverse CAAGGAGTGGGTCTCTAGG
Forward GCCACTACTGTGCCTTTGAG
Reverse TCGCCAGTACTTCCCATCCT
Forward CTTTCTGCTCTTCAACGCC
Reverse AATGATTGCTGTACCTTCCGA
Forward CTGATGGTGGGTGGATGAG
Reverse TGGTGGGTTCTCTGGTGTC
Forward CTGTTGTTGCTGTGGCTG
Reverse GGAACCCTTTATACATCTTGGTC
Forward ACGAAGTGTTGGATATAAGC
Reverse ATAATTTTACTGGCGATGTC
Forward GCAGCTAAGGTTCTGTCTC
Reverse AGTAATTCCGTCCGAACTC
Forward GAGAAGAATGAAGTGGACCTG
Reverse CCCGAATACTCCTGAACTCC
Forward CGCCCATCATCAAGTTCC
Reverse GTAGCCAATGATCCTGTATGTG
Forward GGAGACTTCGATTCGGGA
Reverse GTTCTTGGTCCCAGACTG
Forward GATCATTCCTCAGTGCCG
Reverse GCCAGTACTTCCCATCCT
Forward CAACTACGACACCGACGAC
Reverse AACAAACTGTATCCTTGGTCC
Forward CTTAAACAAGCTCCACCTTCC
Reverse TATGACTCTTTGAAGGATCTGG
Forward GACTTTCAAGCTACTCACCC
Reverse AAGAATCCACATTCACAGCA
Forward GCAGAGCACAAGGATCAG
Reverse CGAATGACACCGTACTCC
Forward TCACTCCTTGAAGGACCTG
Reverse TCAGGAAGGCCCTTTCAG
Forward AGTCAACGGATTTGGTCG
Reverse AGTCCTTCCACGATACCA
58
58
58
58
58
60
57
60
500
500
58
58
58
58
58
58
385
393
407
447
459
496
*
ENST00000229239
100
113
144
163
183
214
241
246
ENST00000330871
ENST00000372330
ENST00000372330
ENST00000381298
ENST00000381298
ENST00000377403
HMBS-1
GAPDH
ENST00000264657
ENST00000372330
ENST00000444739
ENST00000218388
ENST00000218388
ENST00000393045
ENST00000278715
ENST00000219070
SOCS3-2
MMP9-1
MMP9-2
GP130-2
GP130-1
H6PD
Sequenz 5' - 3' Amplifikat- 
Länge (bp)
Annealing- 
Temperatur (°C)
PIAS3
HMBS-3
MMP2 298
58
58
58
HPRT *
Primer Transkript-ID   
nach ensembl.org
STAT3
MMP9-3
CASP4
TIMP1-2
TIMP1-1
Name Spezies Typ
HTR-8/SVneo human Zelllinie aus Erst-Trimester-Trophoblastzellen, die mit dem 
großen T-Antigen des Simian Virus 40 immortalisiert wurden
JAR human Zelllinie aus einem plazentaren Trophoblastzelltumor
JEG-3 human Zelllinie aus der Hirnmetastase eines Trophoblastzelltumors
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4.2 Methoden 
4.2.1 Zellkultur 
Auftauen von Kryokonserven: 
Um jederzeit auf Zellen gleichbleibend früher Passagen zurückgreifen zu können, wurden 
Zellen aller drei Zelllinien in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Diese wurden für die 
Kultivierung zunächst bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Aufgrund der Toxizität des im 
Einfriermedium enthaltenen DMSO wurden sie zügig mit 5 ml des entsprechenden 
Kulturmediums gewaschen. Nach der Zentrifugation bei 500 g für 5 Minuten wurde der 
Überstand abgesaugt und das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert. Je 2-3 x 
106 Zellen wurden mit 15 ml Kulturmedium in eine 75 cm2-Zellkulturflasche überführt. Alle 
Materialien und Lösungen wurden dabei, wenn nicht steril vom Hersteller geliefert, vor der 
Benutzung autoklaviert oder sterilfiltriert. Es wurde stets in der Sterilbank gearbeitet. 
Kultivierung der Zelllinien: 
Die Zelllinien wurden in 15 ml des entsprechenden Kulturmediums in 75 cm²-
Zellkulturflaschen kultiviert. Diese wurden im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit 
und mit 5% CO2-Anteil gelagert. Nach 2 bis 3 Tagen, bei einer Konfluenz von 90-100 %, 
wurden die Kulturen geteilt. Dazu wurden die Zellen in jeder Flasche mit 5 ml PBS 
gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA vom Flaschenboden 5 Minuten im Brutschrank 
inkubiert. Nach Resuspension in frischem Kulturmedium wurde je ein Viertel oder ein 
Achtel der Zellen in eine neue Zellkulturflasche überführt. Dadurch erhöhte sich die Anzahl 
der Passagen um 2 bei einer Verdünnung von 1:4 und um 3 bei einer Verdünnung von 1:8, 
entsprechend der Anzahl nötiger Zellzahlverdopplungen bis zur erneuten vollständigen 
Konfluenz. Die dabei übrig bleibenden Zellen wurden als Kryokonserven oder Pellets 
eingefroren oder für die Stimulationsversuche verwendet. 
Zellzahlbestimmung: 
Um bei den Stimulationsversuchen eine vergleichbare Anzahl an Zellen einsetzen zu 
können, sowie um Kryokonserven gleicher Zellkonzentration anzulegen, war eine 
Bestimmung der Zellzahl notwendig. Dazu wurde die Neubauer-Zählkammer verwendet. 
Zunächst wurden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl 0,04-prozentigem Trypanblau 
gemischt, um avitale Zellen anzufärben. 10 µl dieser gefärbten Zellsuspension wurden 
dann in die Kammer pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden die ungefärbten, vitalen 
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Zellen in den 4 äußeren Quadranten gezählt. Aus den so erhaltenen 4 Werten wurde der 
arithmetische Mittelwert gebildet und mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert. Die so 
ermittelte Zahl entsprach der Anzahl Zellen in 0,1 µl Medium. Mit dem Faktor 104 erhielt 
man so die Zellzahl pro ml der Zellsuspension. 
Anlegen von Kryokonserven: 
Um Zellen früher Passagen für spätere Versuche zu konservieren, wurden regelmäßig 
Kryokonserven angelegt. Dazu wurden je ca. 2 x 106 Zellen für 3 Minuten bei 500 g 
zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Überstandes wurde das Zellpellet in 1 ml des 
entsprechenden Einfriermediums resuspendiert und in ein Kryogefäß überführt. Zunächst 
wurde dieses in einem isolierenden Behälter auf -80 °C gekühlt und konnte dann im 
flüssigen Stickstoff aufbewahrt werden. 
Einfrieren von Zellpellets: 
Nicht stimulierte Zellen wurden zur späteren RNA-Isolation als Pellets von je 5 x 106 Zellen 
bei -80°C eingefroren. Dazu wurden sie zunächst in der Neubauer-Zählkammer gezählt. 
Dann wurden je 5 x 106 Zellen bei 500 g zentrifugiert, in PBS resuspendiert und ein 
zweites Mal zentrifugiert. Das Zell-Pellet wurde bis zur weiteren Verwendung eingefroren. 
4.2.2 Zellstimulation mit Zytokinen 
Um die Regulation des JAK-STAT-Signalweges durch die ausgewählten Zytokine zu 
untersuchen, wurden die Zelllinien in Kultur mit den Zytokinen inkubiert. Zur Stimulation 
der Zellen wurden je 5 x 105 Zellen in 3 ml Kulturmedium in die Vertiefungen von 6-Well-
Platten ausgesät und 8 bis 10 Stunden kultiviert. Dann wurde das Kulturmedium durch 
FKS-freies Medium ersetzt. Nach ca. 16 Stunden Hungerphase wurde jeweils mit 10 ng/ml 
GM-CSF, 10 ng/ml LIF oder 20 ng/ml Oncostatin M für 30 Minuten und 4 Stunden 
stimuliert. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen durch Zugabe von 0,2 ml 
Lysepuffer aus dem InnuPREP RNA Mini Kit lysiert. Mit dem Lysat wurde entweder direkt 
im Anschluss eine RNA-Extraktion durchgeführt oder es wurde bis zur späteren RNA-
Extraktion bei -80°C eingefroren. 
4.2.3 Entwicklung neuer Primer 
Die Entwicklung neuer Primer erfolgte mit dem Programm PerlPrimer intronüberspannend, 
um die RNA-Spezifität zu gewährleisten. Die Primer wurden mit einer Länge von 20-24 bp 
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und einer Schmelztemperatur von 60 °C entwickelt und mit den Programmen KineFold 
und UCSC in silico PCR auf Interaktionen und Spezifität überprüft. Die Bestellung erfolgte 
über die Firma Sigma Aldrich. 
4.2.4 Extraktion der Gesamt-RNA 
Bei der Extraktion der Gesamt-RNA aus stimulierten wie nicht stimulierten Zellen wurde 
nach der Anleitung zum InnuPREP RNA Mini Kit vorgegangen. Zur Elution der RNA aus 
der Säule wurden je 50 µl RNAse-freies Wasser verwendet. Die RNA-Konzentration wurde 
anschließend mit dem Photospektrometer nanodrop ND 1000 ermittelt. Bis zur weiteren 
Verwendung wurde die RNA bei -80°C aufbewahrt. 
4.2.5 Extraktion der genomischen DNA 
Bei der Isolation von genomischer DNA (gDNA) wurde nach der Anleitung zum Kit Quick-
gDNATM MiniPrep vorgegangen. Es wurden je 5 x 106 Zellen eingesetzt .Zur Elution der an 
die Säule gebundenen gDNA wurden 60µl Elutionspuffer verwendet. Die Konzentration 
wurde im Anschluss mit Hilfe des Photospektrometers nanodrop ND 1000 bestimmt und 
die gDNA bei -20°C aufbewahrt. 
4.2.6 Reverse Transkription 
Mit Hilfe der reversen Transkription wurde die mRNA der gewonnenen Gesamt-RNA in 
cDNA umgeschrieben. Dazu wurde das Enzym Maxima™ Reverse Transcriptase 
verwendet und nach Tab. 1 vorgegangen. Die gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren 
Verwendung bei -20°C aufbewahrt. 
4.2.7 Konventionelle Polymerasekettenreaktion 
Bei der konventionellen Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden mit Hilfe genspezifischer 
Primer die zu analysierenden Abschnitte der synthetisierten cDNA vervielfältigt. Dafür 
wurde die DreamTaq™ DNA Polymerase genutzt. Entsprechend Tab. 2 wurden die 
Reaktionsansätze in 200 µl-Reaktionsgefäßen auf Eis vorbereitet. Im Thermocycler 
wurden die Proben dann nach folgendem Programm amplifiziert: 
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Tab. 8 Programm für die konventionelle PCR im Mastercycler ep gradient S. 
 
Bei den PCR-Läufen zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur neuer Primer 
wurde ein Programm gewählt, bei dem im Heizblock ein Temperaturgradient für die Phase 
des Annealings erzeugt wurde. Dabei variierte die Temperatur in den 12 Reaktionsgefäßen 
einer Reihe von 47,9 °C bis 64,1 °C. Die PCR-Produkte wurden entweder sofort auf ein 
Agarosegel aufgetragen oder bis dahin bei -20°C aufbewahrt. 
4.2.8 Low-volume-RT-PCR 
Mit Hilfe des AmpliSpeed slide cycler ASC400D ist es möglich, RT-PCR-Reaktionen in 
einem Volumen von 1 µl durchzuführen. In einem einschrittigen PCR-Protokoll wird dabei 
durch die Reverse Transkriptase mRNA in cDNA umgeschrieben und die cDNA in einer 
direkt im Anschluss durchgeführten PCR vervielfältigt. Dazu wurde das QIAGEN OneStep 
RT-PCR Kit verwendet. Gemäß den Herstellerangaben wurden die Reagenzien wie in Tab. 
3 aufgeführt auf Eis gemischt. Die Primer wurden zuvor als Multiplex-Gemisch auf die 
hydrophilen Reaktionsringe der leeren AmpliSlide-Objektträger pipettiert und im 
AmpliSpeed slide cycler bei 58°C angetrocknet, bei der Single-cell-PCR wurden die 
einzelnen Zellen noch vor dem Auftragen der Primer aus einer PBS-Suspension mithilfe 
des Mikromanipulators in die Reaktionsringe abgelegt. Anschließend wurden pro 
Reaktionsring je 1 µl Reaktionsgemisch und sofort 5 µl Sealing Solution als 
Verdunstungsschutz aufgetragen. Bei jedem Stimulationsversuch wurde die RT-PCR in 
Sechsfachbestimmung mit drei Kontrollen ohne Template durchgeführt. Das Programm 
des Thermocyclers enthielt folgende Schritte: 
Tab. 9 Programm für die Low-volume-RT-PCR im AmpliSpeed slide cycler. 
 
Schritt Zeit Temperatur (°C) Wiederholung
Initiale Denaturierung 5 min 95 1x
Denaturierung 10 sec 95
Annealing 20 sec 58 40x
Elongation 30 sec 72
Terminale Elongation 5 min 72 1x
Schritt Zeit Temperatur (°C) Wiederholung
Reverse Transkription 40 min 58 1x
Initiale Denaturierung 10 min 95 1x
Denaturierung 30 sec 94
Annealing 75 sec 58 45x
Elongation 75 sec 72
Terminale Elongation 10 min 72 1x
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Die Reaktionsprodukte wurden entweder sofort auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen oder 
bis dahin bei 4 °C gelagert. 
4.2.9 Quantitative PCR (qPCR) 
Mit dem qTOWER von Analytik Jena wurden die in der Low-volume-RT-PCR qualitativ 
ausgewerteten Stimulationsexperimente quantitativ untersucht. Durch Zugabe von SYBR 
Green I, einem interkalierenden, fluoreszierenden Farbstoff, kann im Verlauf der PCR der 
Anstieg an doppelsträngiger DNA im Ansatz detektiert werden. Durch den Vergleich mit 
einer vorher erstellten Standardreihe ist eine Aussage über die in der Probe enthaltene 
DNA-Menge möglich, sodass Expressionsunterschiede besser als mit einer Endpunkt-
PCR ausgewertet werden können. Dazu wurden zunächst Verdünnungsreihen aus 
aufgereinigten PCR-Produkten einer konventionellen PCR hergestellt. Zur Aufreinigung 
wurde das InnuPREP PCRpure Kit verwendet und anschließend die DNA-Konzentration 
mit Hilfe des Photospektrometers nanodrop ND 1000 bestimmt. Mit diesem aufgereinigten 
PCR-Produkt wurde durch Verdünnung mit in nukleasefreiem Wasser gelöster Hefe-tRNA 
(50 ng/µl) eine Verdünnungsreihe hergestellt (107, 106, 105, 104, 103, 102 und 10 
Moleküle/µl). Für die PCR wurde das SensiFASTTM SYBR No-ROX Kit verwendet. Die 
Reaktionsansätze wurden nach Tab. 4 auf Eis vorbereitet und die PCR sowohl für die 
Standardkurven als auch für die eigentlichen Experimente nach folgendem Programm in 
Dreifachbestimmung durchgeführt: 
Tab. 10 Programm für die qPCR im qTOWER. 
 
Anschließend erfolgte eine Schmelzkurvenbestimmung. Hierbei wurde das PCR-Produkt 
in Schritten von 6 Sekunden pro °C von 60 auf 95 °C erhitzt und dabei die Fluoreszenz 
gemessen. Aus dem für das Amplifikat typischen Schmelzpunkt konnte so auf die Reinheit 
des PCR-Produktes geschlossen werden. Die Auswertung der Versuche erfolgte mit den 
Programmen qPCRsoft 1.0 von Analytik Jena und REST 2009 von Qiagen, wobei als 
Einstellungen eine Baseline von 3-12 und ein Treshold von 8,3 übernommen wurden. 
Schritt Zeit Temperatur (°C) Wiederholung
Initiale Denaturierung 2 min 95 1x
Denaturierung 5 sec 95
Annealing 10 sec 58 40x
Elongation 10 sec 72
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4.2.10 Gelelektrophorese 
Bei der Gelelektrophorese werden die zu analysierenden Makromoleküle in einem 
elektrischen Feld der Größe nach aufgetrennt. An der Kathode aufgetragen, wandern die 
negativ geladenen (Deoxy-)Ribonukleinsäuren zur Anode. Dabei bewegen sich Amplifikate 
mit weniger Basenpaaren schneller als Amplifikate mit mehr Basenpaaren. 
4.2.10.1 Agarosegelelektrophorese 
Bei der Agarosegelelektrophorese werden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel 
aufgetragen und in diesem aufgetrennt. Es wurde ein zweiprozentiges Agarosegel 
verwendet, wofür 2 g Agarose in 100 ml TAE aufgekocht und 5 µl des 
Detektionsfarbstoffes Red Safe Nucleic Acid Staining Solution zugegeben wurden. Nach 
Erstarren des Gels wurde die horizontale Gelelektrophoresekammer mit TAE befüllt. Die 
mit Orange DNA Loading Dye versetzten Amplifikatproben wurden dann in die Taschen 
des Gels pipettiert. Als Größenmarker wurde die O'Gene RulerTM 50 bp DNA ladder  
verwendet. Die Proben wurden bei 90 V aufgetrennt und die Banden unter UV-
Beleuchtung im MF chemiBIS 3.2 detektiert. 
4.2.10.2 Polyacrylamidgelelektrophorese 
Für die Polyacrylamidgelelektrophorese wurde ein Polyacrylamidgel gemäß den 
Mengenangaben in Tab. 5 in der vertikalen Gelelektrophoresekammer gegossen. Nach 
Auspolymerisierung des Gels wurde TBE als Puffer hinzugefügt und die noch auf dem 
Objektträger mit Orange DNA Loading Dye versetzten Amplifikatproben sowie die O'Gene 
RulerTM 50 bp DNA ladder wurden in die Taschen des Gels pipettiert. Bei 25 mA pro Gel 
wurden die Proben aufgetrennt. Die Banden wurden dann mit der Silberfärbung (An et al. 
2009) visualisiert und mit dem Scanner dokumentiert. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Optimierung der PCR-Bedingungen 
Um die Genexpression der Zelllinien HTR-8/SVneo, JAR und JEG-3 in Abhängigkeit von 
der Stimulation mit Zytokinen untersuchen zu können, musste zunächst ein zuverlässiges 
PCR-Verfahren etabliert werden. Dazu wurden im Labor bereits vorhandene Primer an 
den Zelllinien überprüft und neue Primer entwickelt. Zunächst wurde die optimale 
Annealingtemperatur für jeden der vorhandenen und zuvor bereits an HTR-8/SVneo- und 
JEG-3-Zellen getesteten Primer an JAR-cDNA ermittelt. Sie betrug für alle Primer ca. 57-
60°C (als Beispiel das Primerpaar GP130-1 in Abb. 5). Diese Werte wurden auch für HTR-
8/SVneo- und JEG-3-Zellen ermittelt, so dass für die späteren PCRs 58°C als 
Annealingtemperatur festgelegt wurde. 
 
Abb. 5 Agarosegel einer Temperaturgradienten-PCR zur Ermittlung der optimalen 
Annealingtemperatur für das Primerpaar GP130-1 (Amplifikatlänge 459 bp) an JAR-
cDNA. Die Annealingtemperaturen betrugen 47,9 bis 64,1 °C. Ab einer Temperatur von 
52,6°C zeigen sich kräftige Banden, so dass GP130-1 bei einer Annealingtemperatur von 
58°C eingesetzt werden kann. 
Anschließend wurden die Primer mittels konventioneller PCR an c- und gDNA aller 
verwendeten Zelllinien auf Qualität und Genspezifität überprüft (abgebildet als Beispiel die 
Überprüfung aller Primer an JAR-c- und -gDNA in Abb. 6, Abb. 7 und Abb. 8). 
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Abb. 6 Agarosegel einer konventionellen PCR mit den Primerpaaren STAT3 
(Amplifikatlänge 100 bp), CASP4 (Amplifikatlänge 144 bp), TIMP1 (Amplifikatlänge 183 bp) 
und PIAS3 (Amplifikatlänge 241 bp) sowie c- und gDNA von JAR-Zellen. Es handelt sich 
um einen Primer-Spezifitätstest. Alle Primer erzeugten hierbei auch Produkte in der gDNA-
PCR, bei TIMP1 zeigen sich unspezifische Banden in der cDNA-PCR. 
 
Abb. 7 Agarosegel einer konventionellen PCR mit den Primerpaaren MMP2 
(Amplifikatlänge 298 bp), MMP9-1 (Amplifikatlänge 393 bp), MMP9-2 (Amplifikatlänge 407 
bp) und HPRT (Amplifikatlänge 214 bp) sowie c- und gDNA von JAR-Zellen. Es handelt 
sich um einen Primer-Spezifitätstest. Alle Primer erzeugten hierbei auch Produkte in der 
gDNA-PCR, bei MMP9-2 zeigen sich unspezifische Banden in der cDNA-PCR. 
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Abb. 8 Agarosegel einer konventionellen PCR mit den Primerpaaren SOCS3-2 
(Amplifikatlänge 385 bp), GP130-1 (Amplifikatlänge 459 bp), GP130-2 (Amplifikatlänge 447 
bp), HMBS-1 (Amplifikatlänge 500 bp) und H6PD (Amplifikatlänge 496 bp) sowie c- und 
gDNA von JAR-Zellen. Es handelt sich um einen Primer-Spezifitätstest. Alle Primer bis auf 
SOCS3-2 erzeugten hierbei auch Produkte in der gDNA-PCR, bei keinem der Primer 
zeigen sich unspezifische Banden in der cDNA-PCR. 
Dabei zeigten sich in den Versuchen mit allen drei Zelllinien unspezifische Banden in der 
gDNA-PCR. Um in den Stimulationsexperimenten keine unspezifischen Banden durch 
gDNA-Kontamination der Proben zu erhalten, wurde als Konsequenz ein DNase-Verdau-
Schritt in die RNA-Extraktion eingeführt. Aufgrund der beim Primerpaar TIMP1 auch in der 
cDNA-PCR auftretenden unspezifischen Banden (Abb. 6) musste für TIMP1 ein neues 
Primerpaar entwickelt werden und für MMP9-1 und -2 (Abb. 7) machten inkonsistente 
Ergebnisse zwischen den verschiedenen Zelllinien und Versuchen die Entwicklung eines 
neuen Primerpaares nötig. Das Primerpaar für das Referenzgen HMBS (Abb. 8) bildet ein 
Amplifikat mit einer für die geplanten Low-volume- und qPCRs zu großen Länge, denn 
diese sollte 250 bp nicht überschreiten. 
Folglich wurden für TIMP1, MMP9 und HMBS neue Primer entwickelt. Auch für diese 
(benannt als TIMP1-2, MMP9-3 und HMBS-3) wurde mittels konventioneller 
Temperaturgradienten-PCR jeweils an HTR-8/SVneo-, JEG-3- und JAR-cDNA die optimale 
Annealingtemperatur bestimmt. Sie lag für alle Primerpaare bei ca. 58-60°C (als Beispiel 
das Primerpaar HMBS-3 an JAR-cDNA in Abb. 9). 
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Abb. 9  Agarosegel einer Temperaturgradienten-PCR zur Ermittlung der optimalen 
Annealingtemperatur für das Primerpaar HMBS-3 (Amplifikatlänge 246 bp) an JAR-
cDNA. Die Annealingtemperaturen betrugen 47,9 bis 64,1 °C. Ab einer Temperatur von 
52,6°C zeigen sich kräftige Banden, so dass HMBS-3 bei einer Annealingtemperatur von 
58°C eingesetzt werden kann. 
Anschließend wurden die neuen Primer in konventioneller PCR mit c- und gDNA aller drei 
Zelllinien auf Ihre Qualität und Genspezifität überprüft (als Beispiel an JAR-c- und -gDNA 
in Abb. 10). 
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Abb. 10 Agarosegel einer konventionellen PCR mit den Primerpaaren TIMP1-2 
(Amplifikatlänge 163 bp), MMP9-3 (Amplifikatlänge 113 bp) und HMBS-3 (Amplifikatlänge 
246 bp) sowie c- und gDNA von JAR-Zellen. Es handelt sich um einen Primer-
Spezifitätstest. Die Primer erzeugten hierbei auch Produkte in der gDNA-PCR, bei TIMP1-2 
zeigen sich unspezifische Banden in der cDNA-PCR. 
Dabei traten auch mit dem neuen Primerpaar TIMP1-2 unspezifische Banden in der 
cDNA-PCR auf. MMP9-3 und HMBS-3 zeigten in den Versuchen mit allen drei Zelllinien je 
eine spezifische Bande. Die Bande von MMP9-3 ist schwächer als die für HMBS, was 
möglicherweise am geringeren Expressionslevel von MMP9 gegenüber HMBS als 
Referenzgen liegt. Die unspezifischen Banden in der gDNA traten wie in den Versuchen 
mit den bereits vorhandenen Primern auf und bestätigen die Notwendigkeit der Einführung 
eines DNase-Verdau-Schrittes in die RNA-Extraktion. Durch diesen Schritt konnten die 
unspezifischen Banden auch effektiv beseitigt werden. So zeigte sich in der Kontrolle ohne 
reverse Transkriptase in der cDNA-Synthese (-RT) nachfolgender Versuche keine 
Verunreinigung mehr (siehe Abb. 11). 
Für die schnelle Gewinnung vieler Daten aus geringen Probenmengen der 
Stimulationsexperimente sollten die Primerpaare in einem Multiplex-Ansatz verwendbar 
sein. Aufgrund der in den oben beschriebenen Experimenten ermittelten Eigenschaften 
der zur Verfügung stehenden und der neu entwickelten Primer wurden für den 
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Multiplexansatz HMBS-3 als Primer eines Referenzgens, STAT3, CASP4, PIAS3, MMP2, 
MMP9-3 und SOCS3-2 verwendet. Das neu entwickelte Primerpaar TIMP1-2 (Abb. 10) 
wurde aufgrund unspezifischer Banden und inkonsistenter Ergebnisse in den Versuchen 
mit allen drei Zelllinien nicht weiter verwendet.  
5.2 Einfluss der Zytokine auf die Genexpression in den Zelllinien 
5.2.1 Konventionelle PCR 
Da die Literaturrecherche sowie Ergebnisse aus dem Labor starke Hinweise dafür 
lieferten, dass GM-CSF, LIF und Oncostatin M die Invasivität von Trophoblasten 
beeinflussen, wurde die Expression invasivitätsassoziierter Gene nach Stimulation der 
Zelllinien mithilfe der PCR untersucht. 
Die Zelllinien HTR-8/SVneo, JEG-3 und JAR wurden 30 Minuten und 4 Stunden mit den 
Zytokinen GM-CSF, LIF und Oncostatin M stimuliert. Die RNA wurde extrahiert und durch 
die reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA wurde zunächst in der 
konventionellen PCR mit den Primern HMBS-3, STAT3, CASP4, PIAS3, MMP2, MMP9-3 
und SOCS3-2 im Duplex- und Multiplexansatz auf die veränderte Expression dieser Gene 
untersucht (als Beispiel nicht stimulierte und 30 Minuten mit LIF stimulierte JEG-3-Zellen in 
Abb. 11 und Abb. 12). 
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Abb. 11 Agarosegel einer konventionellen PCR mit cDNA nicht stimulierter JEG-3-
Zellen und den Primerpaaren HMBS-3, STAT3, CASP4, PIAS3, MMP2, MMP9-3 und 
SOCS3-2. Die Primerpaare wurden in Duplex- sowie Multiplexansätzen verwendet. Rechts 
eine Kontrolle ohne reverse Transkriptase in der cDNA-Synthese (-RT, mit Primer-
Multiplexansatz). 
 
Abb. 12 Agarosegel einer konventionellen PCR mit cDNA stimulierter JEG-3-Zellen (30 
Minuten LIF) und den Primerpaaren HMBS-3, STAT3, CASP4, PIAS3, MMP2, MMP9-3 
und SOCS3-2. Die Primerpaare wurden in Duplex- sowie Multiplexansätzen verwendet. 
Rechts eine Kontrolle ohne reverse Transkriptase in der cDNA-Synthese (-RT, mit Primer-
Multiplexansatz). 
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In diesen Experimenten zeigte sich die begrenzte Sensitivität der konventionellen PCR 
und der Detektionsmethode. Die PCR-Produkte einiger Primerpaare sind in den Gelen 
nicht zu detektieren und Unterschiede zwischen nicht stimulierten und stimulierten Zellen 
sind auch in den hier nicht abgebildeten Versuchen mit HTR-8/SVneo- und JAR-Zellen 
nicht zu erkennen. Deshalb wurden die Versuche nun mit der Low-volume-PCR im 
AmpliSpeed slide cycler ASC400D fortgesetzt. 
5.2.2 Low-volume-RT-PCR 
Aufgrund der ungenügenden Sensitivität der konventionellen PCR für die Analyse der 
Genexpression in den stimulierten Zelllinien wurde die Low-volume-RT-PCR im 
AmpliSpeed slide cycler ASC400D mit anschließender Polyacrylamidgelelektrophorese 
und Silberfärbung erprobt. Dazu wurde zunächst RNA nicht stimulierter Zellen aller drei 
Zelllinien mit den Primerpaaren SOCS3-2, MMP2, HMBS-3, PIAS3, CASP4, MMP9-3 und 
STAT3 als Multiplexansatz eingesetzt (Abb. 13). 
 
Abb. 13 Polyacrylamidgel nach Silberfärbung mit den Produkten einer Low-volume-
RT-PCR mit RNA von JAR-, JEG-3- und HTR-8/SVneo-Zellen und den Primern SOCS3-
2, MMP2, HMBS-3, PIAS3, CASP4, MMP9-3 und STAT3 als Multiplexansatz. Jeweils 
Dreifachbestimmung mit drei Negativkontrollen (NTC). Die Banden aller Primer bis auf 
SOCS3-2 sind deutlich zu erkennen; in den Negativkontrollen treten auch Banden auf. 
Hierbei waren im Gegensatz zur konventionellen PCR bis auf SOCS3-2 die Banden der 
Amplifikate aller eingesetzten Primerpaare deutlich zu erkennen. Allerdings zeigte sich 
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auch eine starke Verunreinigung der Negativkontrollen. Diese ist zum einen auf die hohe 
Sensitivität des Systems, das einzelne Kopien eines Genes nachweisen kann, 
zurückzuführen. Zum anderen gab es eine Vielzahl an Kontaminationsmöglichkeiten. So 
sind die Reaktionsringe auf dem AmpliSlide-Objektträger nicht abgeschlossen; Aerosole 
können leicht entstehen und andere Reaktionsringe kontaminieren. Außerdem konnte 
durch die fehlende räumliche Trennung von Prä- und Post-PCR-Bereich schon die 
Produktkonzentration in der Raumluft die Reaktionsringe verunreinigen. Es wurde daher 
das Pipettieren der PCR an anderen Plätzen im Labor erprobt, was aber vermutlich 
aufgrund der erstgenannten Kontaminationsmöglichkeiten keine großen Verbesserungen 
zur Folge hatte. 
5.2.2.1 HTR-8/SVneo 
Die mit GM-CSF, LIF und Oncostatin M je 30 Minuten und 4 Stunden stimulierten HTR-
8/SVneo-Zellen wurden mit der Low-volume-RT-PCR auf die Expression der Gene 
SOCS3, MMP2, PIAS3, CASP4, MMP9 und STAT3 untersucht. Als Referenzgen diente 
dabei HMBS (Abb. 14). 
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Abb. 14 Polyacrylamidgel nach Silberfärbung mit den Produkten einer Low-volume-
RT-PCR mit RNA von stimulierten HTR-8/SVneo-Zellen und den Primern SOCS3-2, 
MMP2, HMBS-3, PIAS3, CASP4, MMP9-3 und STAT3 als Multiplexansatz. Links zwei 
der insgesamt sechs parallel durchgeführten Bestimmungen, rechts die drei 
Negativkontrollen desselben PCR-Laufes. Die Banden aller untersuchten Gene sind 
stimulationunabhängig gleich stark zu erkennen; nur die Bande von SOCS3 tritt einzig nach 
LIF-Stimulation auf. 
Während die Banden für MMP2, PIAS3, CASP4, MMP9 und STAT3 keine 
stimulationsabhängigen Intensitätsunterschiede zeigen, ist für SOCS3 ein deutlicher 
Intensitätsanstieg nach Stimulation mit LIF zu erkennen. Dabei ist die Bande 30 Minuten 
nach der Stimulation am stärksten und 4 Stunden nach der Stimulation schwach zu 
erkennen. Bei Einsatz von RNA nicht stimulierter Zellen sowie nach Stimulation mit GM-
CSF und Oncostatin M ist keine Bande für SOCS3 sichtbar. Dieses Ergebnis ließ sich 
auch in drei voneinander unabhängigen Wiederholungen des Versuches reproduzieren 
und deutet auf die erhöhte Expression von SOCS3 in HTR-8/SVneo-Zellen nach 
Stimulation mit LIF hin. 
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5.2.2.2 JEG-3 
RNA stimulierter JEG-3-Zellen wurde analog der RNA der HTR-8/SVneo-Zellen (Kapitel 
5.2.2.1) mit der Low-volume-PCR auf stimulationsabhängige Änderungen der 
Genexpression untersucht (Abb. 15). 
 
Abb. 15 Polyacrylamidgel nach Silberfärbung mit den Produkten einer Low-volume-
RT-PCR mit RNA von stimulierten JEG-3-Zellen und den Primern SOCS3-2, MMP2, 
HMBS-3, PIAS3, CASP4, MMP9-3 und STAT3 als Multiplexansatz. Links zwei der 
insgesamt sechs parallel durchgeführten Bestimmungen, rechts die drei Negativkontrollen 
desselben PCR-Laufes. Die Negativkontrollen sind kontaminiert; die Banden der 
untersuchten Gene treten unregelmäßig auf. 
Im Gegensatz zu den HTR-8/SVneo-Zellen zeigten sich bei den JEG-3-Zellen allerdings in 
vier voneinander unabhängigen Versuchen keine stimulationsabhängigen 
Expressionsunterschiede. Die Banden von SOCS3, PIAS3 und MMP2 waren jeweils nur 
schwach bis gar nicht zu erkennen. Diese Gene scheinen also bei JEG-3-Zellen nur 
schwach exprimiert zu werden. Die Regulation der anderen Gene (CASP4, MMP9 und 
STAT3) mag auch deshalb nicht erkennbar sein, da es sich bei der Low-Volume-RT-PCR 
um eine Endpunkt-PCR handelt, bei der geringe Unterschiede in der Ausgangs-
Nukleinsäurenmenge nach der Amplifizierung nicht mehr zu unterscheiden sind. Auf die 
Kontamination der Negativkontrollen wurde bereits in Kapitel 5.2.2 eingegangen. 
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5.2.2.3 JAR 
Auch die mit GM-CSF, LIF und Oncostatin M stimulierten JAR-Zellen wurden analog zu 
den HTR-8/SVneo-Zellen (Kapitel 5.2.2.1) mit der Low-volume-RT-PCR auf ihre 
Genexpression untersucht (Abb. 16). 
 
Abb. 16 Polyacrylamidgel nach Silberfärbung mit den Produkten einer Low-volume-
RT-PCR mit RNA von stimulierten JAR-Zellen und den Primern SOCS3-2, MMP2, 
HMBS-3, PIAS3, CASP4, MMP9-3 und STAT3 als Multiplexansatz. Links zwei der 
insgesamt sechs parallel durchgeführten Bestimmungen, rechts die drei Negativkontrollen 
desselben PCR-Laufes. Die Banden von SOCS3-2, CASP4 und MMP9-3 treten 
unregelmäßig auf. Die Bande von PIAS3 fehlt. 
Es zeigte sich auch bei drei voneinander unabhängigen Wiederholungen des Versuches 
keine stimulationabhängige Expressionsänderung der Gene. Die Bande von PIAS3 zeigte 
sich in keinem der Versuche. SOCS3 zeigte einmalig eine schwache Bande nach 
Stimulation mit LIF, dieses Ergebnis ließ sich aber in wiederholten Versuchen nicht 
bestätigen. Alle anderen Banden hatten nach Stimulation eine gleichbleibend stark 
erscheinende Intensität oder zeigten Intensitätsänderungen ohne erkennbaren 
Zusammenhang zur Stimulation, was wie bei den JEG-3-Zellen (Kapitel 5.2.2.2) vermuten 
lässt, dass eventuell vorhandene Unterschiede im Expressionsgrad in der Low-Volume-
RT-PCR als Endpunkt-PCR nicht erkennbar sind. Aus diesem Grund wurden zusätzlich zu 
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den bereits erläuterten PCR-Verfahren die im Folgenden beschriebenen qPCR-Versuche 
durchgeführt. 
5.2.3 Single-cell-PCR 
Um die möglicherweise voneinander abweichenden Genexpressionsmuster einzelner 
Zellen innerhalb eines Pools zu untersuchen, wurden einzelne Zellen mit dem 
Mikromanipulator auf die Slides des AmpliSpeed slide cycler ASC400D übertragen und 
durch RT-PCR mit anschließender Polyacrylamidgelelektrophorese und Silberfärbung 
untersucht. Zunächst wurden probeweise nicht stimulierte JEG-3-Zellen eingesetzt (Abb. 
17). 
 
Abb. 17  Polyacrylamidgel nach Silberfärbung mit den Produkten einer Single-cell-PCR 
mit nicht stimulierten JEG-3-Zellen und den Primern SOCS3-2, MMP2, HMBS-3, 
PIAS3, CASP4, MMP9-3 und STAT3 als Multiplexansatz. Links neun einzeln 
aufgetragene Zellen (Single JEG-3 cells), rechts die drei Negativkontrollen desselben PCR-
Laufes (NTC). Die Banden von PIAS3 und STAT3 treten unregelmäßig auf, SOCS3-2, 
MMP2, HMBS-3, CASP4 und MMP9-3 fehlen.  
Hier zeigten sich ein diffuses Expressionsmuster und häufig kontaminierte 
Negativkontrollen. Über die möglichen Kontaminationsursachen wurde bereits in Kapitel 
5.2.2 berichtet. Inkonsistente Ergebnisse traten auch bei den Single-cell-Versuchen von 
Jana Pastuschek (Pastuschek 2012) und Sebastian Grosse (Grosse 2014) auf. So zeigte 
sich bespielsweise, dass das für die Arbeit mit dem Mikromanipulator verwendete 
Lösungsmittel PBS vermutlich durch beschädigte Zellen selbst schon solche Mengen RNA 
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enthielt, dass es allein aufgetragen zu Banden führte, die den Proben mit enthaltener Zelle 
sehr ähnelten. Aus diesen Gründen wurde die Single-cell-PCR nicht weitergeführt. 
5.2.4 qPCR 
In Ergänzung zu den konventionellen PCR-Versuchen sollte die quantitative PCR (qPCR) 
durchgeführt werden, um die mit der Endpunkt-PCR eventuell methodenbedingt nicht 
nachweisbaren Expressionsunterschiede zu detektieren. Bei der qPCR wird die 
Entwicklung der Amplifikatmenge über die PCR-Zyklen hinweg beobachtet, so dass 
Proben untereinander vergleichbar sind, die bei einer Endpunkt-PCR anhand der Banden 
in der anschließend durchgeführten Gelelektrophorese nicht unterscheidbar wären. 
Zur Ermittlung der PCR-Effizienz und späteren Quantifizierung wurden zunächst 
Verdünnungsreihen (106, 105, 104, 103, 102 und 10 Moleküle) aus aufgereinigtem PCR-
Produkt erstellt. Dabei handelte es sich um HMBS-3 für das Referenzgen, PIAS3, CASP4, 
SOCS3-2, TIMP1-2 und MMP9-3. Diese Primer waren aufgrund ihrer geringen 
Amplifikatgröße ausgewählt worden, die bei der qPCR von Vorteil ist. In 
Dreifachbestimmung aus jeder der Verdünnungen wurde dann mit jeweils einem der 6 
Primerpaare ein erster PCR-Versuch durchgeführt. Als Beispiel die PCR der 
Verdünnungsreihe des Referenzgens HMBS in Abb. 18. 
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Abb. 18 Verdünnungsreihen-PCR mit dem Primerpaar HMBS-3. Aufgetragen ist die 
Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Eingesetzt wurden 106, 105, 
104, 103, 102 und 10 Moleküle HMBS-3-Amplifikat. Durch die Dreifachbestimmung sieht 
man jeweils 3 gruppierte Kurven, die den 3 Probenansätzen mit jeweils gleicher 
Molekülzahl entsprechen. Rechts die Kurven der Negativkontrollen (NTC). Der Treshold 
(verdeutlicht durch die horizontale Linie) liegt bei 8,3 und erlaubt so die Ermittlung von Ct-
Werten für die einzelnen Verdünnungen. Die Ct-Werte der Negativkontrollen liegen im 
Durchschnitt nur um 3 Zyklen höher als die der letzten HMBS-3-Amplifikat-Verdünnung. 
Dies spricht für eine relevante Kontamination der Proben von mehreren Molekülen. 
Als Effizienzen wurden hierbei bestimmt: 
HMBS-3: 90,4% 
PIAS3: 99,0% 
CASP4: 91,3% 
SOCS3-2: 92,1% 
Eine Effizienz von 100% entspricht einer Amplifikatverdoppelung in jedem Zyklus. 
Effizienzen zwischen 90 und 100% gelten daher als Indikatoren für die Qualität und gute 
Reproduzierbarkeit eines Versuches (Dorak 2006). Dieser Wertebereich wurde für diese 4 
Verdünnungsreihen eingehalten. Die Verdünnungsreihen von TIMP1-2 und MMP9-3 
zeigten auch bei Wiederholung eine so große Kontamination, dass mit diesen Primern 
nicht weitergearbeitet wurde. Hier wird also bereits deutlich, dass bei der qPCR - wie auch 
schon bei der Low-Volume-RT-PCR - ein relevantes Kontaminationsproblem vorlag, das 
auch in wiederholten Versuchen nicht vollständig gelöst werden konnte. 
Es wurde die cDNA der drei Zelllinien HTR-8/SVneo, JEG-3 und JAR, die jeweils 30 
Minuten und 4 Stunden vor der RNA-Isolation (beziehungsweise dem Lysieren und 
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Einfrieren) mit LIF stimuliert worden waren, eingesetzt. Die Verwendung eines Primer-
Multiplexansatzes ist bei diesem Versuch nicht möglich, so dass Reaktionsansätze jeweils 
mit den einzelnen Primerpaaren HMBS-3 für das Referenzgen HMBS, PIAS3, CASP4, 
und SOCS3-2 vorbereitet wurden. Die Versuche wurden auch hier inklusive der 
Negativkontrolle für jedes Primerpaar in Dreifachbestimmungen durchgeführt. Wie bereits 
bei der Effizienzbestimmung erkennbar, zeigten die Negativkontrollen dabei zum Teil 
große Verunreinigungen in Form niedriger Ct-Werte. In der Schmelzkurvenanalyse konnte 
zudem gezeigt werden, dass es sich dabei nicht nur um Primerdimere, sondern auch um 
echte PCR-Amplifikate handelte. Trotz Wiederholung in unterschiedlichen Räumen des 
Labors blieben vor allem für das Gen SOCS3 Kontaminationen bestehen, die im Bereich 
der in den eigentlichen Proben gemessenen Konzentrationen lagen (Abb. 19). Ein Grund 
dafür bestand auch darin, dass die Konzentrationen von SOCS3 in den Proben - wie 
schon in Kapitel 5.2.2.1 gezeigt – zudem sehr gering waren, so dass sie kaum über den in 
den Negativkontrollen gemessenen Konzentrationen lagen. Somit konnte keiner der 
Versuche mit SOCS3 ausgewertet werden. 
 
Abb. 19 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JAR-Zellen und dem Primerpaar SOCS3-2. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. 
Eingesetzt wurden jeweils in Dreifachbestimmung cDNA nicht stimulierter Zellen, 30 
Minuten und 4 Stunden LIF-stimulierter Zellen, zudem Negativkontrollen und Reverse-
Transkriptase-freie Kontrollen. Die Negativkontrollen liegen inmitten der Proben (eine 
davon fett und markiert mit NTC); es ist also von einer erheblichen Kontamination 
auszugehen, die im Bereich der in den eigentlichen Proben gemessenen cDNA-
Konzentrationen liegt. 
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Es können jedoch unter Vorbehalt qPCR-Ergebnisse mit kontaminierten Negativkontrollen 
ausgewertet werden, wenn eine ausreichende Anzahl an Amplifikationszyklen zwischen 
den Ct-Werten der Proben und denen der Negativkontrollen liegen (Bustin und Nolan 
2004). Die exakte Größe eines als ausreichend anzusehenden Abstandes zwischen den 
Ct-Werten der Proben und denen der Negativkontrollen ist aktueller 
Diskussionsgegenstand. Für diese Arbeit wurde ein hoher und damit sehr sicherer 
Abstand von mindestens zehn Zyklen als tolerabel festgelegt. Dieses Kriterium konnte bei 
jeweils einem Versuch mit JEG-3- und JAR-cDNA mit PIAS3 und CASP4 erfüllt werden 
(siehe Tab. 11). Dies ergab sich zum einen durch die hohen Konzentrationen in den 
Proben, zum anderen durch eine niedrigere Kontamination der Negativkontrollen als in 
den Verdünnungsreihen (siehe oben). Letzteres kam vermutlich durch die geringere im 
Versuch eingesetzte DNA-Gesamtmenge zustande. Für die Versuche mit der cDNA der 
Zelllinie HTR-8/SVneo konnten aber auch diese Vorgaben nicht eingehalten werden. 
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Tab. 11 Tabelle zur Auswertbarkeit der durchgeführten qPCR-Versuche. 
Aufgeführt sind die mittleren Ct-Werte der Negativkontrollen (NTCs) sowie der Proben 
und ihre Streuung in Form der Standardabweichung der jeweiligen 
Dreifachbestimmung. Außerdem sind jeweils der kleinste Ct-Wert der Negativkontrollen 
(NTCs) und der höchste Ct-Wert der Proben angegeben. Deren Differenz findet sich in 
der Spalte „Differenz der Ct-Werte“. Ist diese größer als 10, wurde die bestehende 
Kontamination der Negativkontrollen als tolerabel eingestuft. 
 
* Die Versuche mit den Primern CASP4 und PIAS3 haben sowohl beim 2. Versuch mit 
cDNA der Zelllinie HTR-8/SVneo (II) als auch beim Versuch mit cDNA der Zelllinie JAR eine 
tolerable Kontamination, jedoch haben die zugehörigen Versuche mit dem Primer HMBS-3, 
dem Primer des Referenzgens, eine zu hohe Kontamination, weshalb die Versuche nicht 
auswertbar waren. Im Versuch mit der Zelllinie JAR lag die Differenz der Ct-Werte von 
Proben und NTCs für den Primer HMBS-3 jedoch so knapp unter 10, bei geringer 
Standardabweichung der Proben-Ct-Werte, dass dieser Versuch trotzdem ausgewertet 
wurde. 
Die Daten der Versuche mit tolerabler Kontamination wurden mit dem Programm REST 
2009 ausgewertet. Dieses Programm arbeitet mit der Delta-Delta-Ct-Methode, die die Ct-
Werte des Referenzgens (in diesem Fall HMBS) und des zu untersuchenden Gens (hier 
CASP4 und PIAS3) ins Verhältnis setzt, wobei die in den Verdünnungsreihen ermittelten 
Effizienzen berücksichtigt werden (Pfaffl et al. 2002). 
Versuch Gen mittlerer 
Ct-Wert 
der NTCs
mittlerer     
Ct-Wert    
der Proben
kleinster 
Ct-Wert 
der NTCs
höchster    
Ct-Wert    
der Proben
Standard- 
abweichung 
der NTCs
Standardabweichung 
der Proben (ohne LIF, 
LIF 30 min, LIF 4 h)
Differenz 
der Ct-
Werte
Konta- 
mination 
tolerabel
HMBS 28,62 24,29 21,25 25,8 6,54 0,2; 0,27; 0,34 -4,55 nein
CASP4 33,8 22,04 31,76 23,99 1,88 0,23; 0,18; 0,16 7,77 nein
PIAS3 36,71 27,63 34,55 30,92 1,95 1,43; 0,15; 0,13 3,63 nein
SOCS3 24,12 29,59 22,23 32 1,66 0,53; 0,92; 0,64 -9,77 nein
HMBS 31,82 22,5 31,15 24,25 0,95 0,03; 0,13; 0,47 6,9 nein
CASP4 34,82 21,88 32,55 22,45 2 0,18; 0,14; 0,36 10,1 ja *
PIAS3 >40 23 >40 25,04 0,28; 0,12; 0,34 >14,96 ja *
SOCS3 33,36 26,58 31,82 31,33 1,33 1,65; 1,08; 1,29 0,49 nein
HMBS 33,32 17,46 32,51 18,25 1,05 0,09; 0,55; 0,25 14,26 ja
CASP4 37,13 18,22 35,84 19,49 1,29 0,45; 0,17; 0,2 16,35 ja
PIAS3 36,63/>40 19,53 36,63 21,1 0,16; 0,44; 0,36 15,53 ja
SOCS3 28,74 28,49 23,1 32,83 4,95 1,74; 0,39; 0,18 -9,73 nein
HMBS 36,37 22,37 34,23 23,35 2,16 0,19; 0,3; 0,18 10,88 ja
CASP4 35,2/>40 23,42 32,87 24,19 3,3 0,34; 0,13; 0,17 8,68 nein
PIAS3 35,5/>40 25,3 35,5 26,39 0,37; 0,17; 0,07 9,11 nein
SOCS3 33,02 32,9 31,62 33,71 1,31 0,08; 1,17; 0,82 -2,09 nein
HMBS 34,18 22,06 33,31 24,1 1,3 0,15; 0,07; 0,5 9,21 nein *
CASP4 39,62/>40 24,33 39,62 25,75 0,15; 0,5; 0,23 13,87 ja *
PIAS3 >40 26,72 >40 31,44 2,04; 0,28; 0,34 >8,56 ja*
SOCS3 32,06 31,6 31,5 33,51 0,53 0,75; 0,89; 1,35 -2,01 nein
HTR-8/SVneo I
HTR-8/SVneo II
JEG-3 I
JEG-3 II
JAR
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CASP4-Expression nach LIF-Stimulation der Zelllinie JEG-3 
Im ersten Versuch mit der cDNA LIF-stimulierter Zellen der Zelllinie JEG-3 wiesen sowohl 
die Negativkontrollen des Referenzgens HMBS als auch die der zu untersuchenden Gene 
CASP4 und PIAS3 eine tolerable Kontamination auf (siehe Tab. 11, Abb. 20, Abb. 21, Abb. 
22). So wurde mit dem Programm REST 2009 die Veränderung der Expression von 
CASP4 nach 30 Minuten und 4 Stunden LIF-Stimulation der JEG-3-Zellen berechnet (Abb. 
22). 
 
Abb. 20 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JEG-3-Zellen und dem Primerpaar HMBS-3. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Durch die 
Dreifachbestimmung sieht man jeweils 3 gruppierte Kurven. Rechts die Kurven der 
Negativkontrollen (NTC). Links die Kurven der nicht stimulierten Zellen, der 30 Minuten und 
der 4 Stunden mit LIF stimulierten Zellen (Proben). Der Treshold (verdeutlicht durch die 
horizontale Linie) liegt bei 8,3. Der kleinste Ct-Wert der Negativkontrollen liegt um 14,26 
höher als der höchste Ct-Wert der Proben. Dies spricht für eine tolerable Kontamination. 
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Abb. 21 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JEG-3-Zellen und dem Primerpaar CASP4. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Durch die 
Dreifachbestimmung sieht man jeweils 3 gruppierte Kurven. Rechts die Kurven der 
Negativkontrollen (NTC). Links die Kurven der nicht stimulierten Zellen, der 30 Minuten und 
der 4 Stunden mit LIF stimulierten Zellen (Proben). Der Treshold (verdeutlicht durch die 
horizontale Linie) liegt bei 8,3. Der kleinste Ct-Wert der Negativkontrollen liegt um 16,35 
höher als der höchste Ct-Wert der Proben. Dies spricht für eine tolerable Kontamination. 
 
Abb. 22 Ergebnisse der CASP4-Expressionsanalyse LIF-stimulierter JEG-3-Zellen in 
der qPCR. Dargestellt ist die mit dem Programm REST 2009 ermittelte relative Expression 
nach 30 Minuten und 4 Stunden LIF-Stimulation in Bezug auf nicht stimulierte Zellen, 
jeweils mit 95%-Konfidenzintervall. Die Expression von CASP4 wurde dabei auf die 
Expression des Referenzgens HMBS bezogen. Links: Nach 30 Minuten LIF-Stimulation 
relative Expression 0,783 (95%-Konfidenzintervall 0,402-1,690, p=0,462). Rechts: Nach 4 
Stunden LIF-Stimulation relative Expression 1,556 (95%-Konfidenzintervall 1,060-2,356, 
p<0,001). 
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Nach 30 Minuten LIF-Stimulation konnte dabei keine signifikante Expressionsveränderung 
nachgewiesen werden. Es zeigte sich lediglich eine leichte Herabregulation um den Faktor 
0,783 mit einem p-Wert von 0,462. 
Nach 4 Stunden LIF-Stimulation hingegen stieg die Expression der CASP4 signifikant 
(p<0,001) um den Faktor 1,556 an. 
PIAS3-Expression nach LIF-Stimulation der Zelllinie JEG-3 
Auch die Negativkontrollen des Versuchsansatzes mit PIAS3 wiesen eine geringe 
Kontamination auf, so dass der Versuch ausgewertet werden konnte (Abb. 23). So wurde 
auch für PIAS3 die Expressionsveränderung nach 30 Minuten und 4 Stunden LIF-
Stimulation der JEG-3-Zellen mit dem Programm REST 2009 berechnet (Abb. 24). 
 
Abb. 23 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JEG-3-Zellen und dem Primerpaar PIAS3. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Durch die 
Dreifachbestimmung sieht man jeweils 3 gruppierte Kurven. Rechts die Kurven der 
Negativkontrollen (NTC). Links die Kurven der nicht stimulierten Zellen, der 30 Minuten und 
der 4 Stunden mit LIF stimulierten Zellen (Proben). Der Treshold (verdeutlicht durch die 
horizontale Linie) liegt bei 8,3. Der kleinste Ct-Wert der Negativkontrollen liegt um 15,53 
höher als der höchste Ct-Wert der Proben. Dies spricht für eine tolerable Kontamination. 
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Abb. 24 Ergebnisse der PIAS3-Expressionsanalyse LIF-stimulierter JEG-3-Zellen in der 
qPCR. Dargestellt ist die mit dem Programm REST 2009 ermittelte relative Expression 
nach 30 Minuten und 4 Stunden LIF-Stimulation in Bezug auf nicht stimulierte Zellen, 
jeweils mit 95%-Konfidenzintervall. Die Expression von PIAS3 wurde dabei auf die 
Expression des Referenzgens HMBS bezogen. Links: Nach 30 Minuten LIF-Stimulation 
relative Expression 2,314 (95%-Konfidenzintervall 1,155-5,073, p<0,001). Rechts: Nach 4 
Stunden LIF-Stimulation relative Expression 2,133 (95%-Konfidenzintervall 1,713-2,645, 
p<0,001). 
Es konnte hier nach 30 Minuten LIF-Stimulation eine signifikante (p<0,001) 
Expressionssteigerung von PIAS3 um den Faktor 2,314 gezeigt werden 
Nach 4 Stunden LIF-Stimulation war die Expression von PIAS3 gegenüber dem 
Kontrollwert ebenfalls signifikant (p<0,001) um den Faktor 2,133 erhöht. Es zeigte sich 
jedoch kein Unterschied zu den Werten nach 30 Minuten. 
CASP4-Expression nach LIF-Stimulation der Zelllinie JAR 
Für das Referenzgen HMBS ergibt sich in diesem Versuch für eine der Negativkontrollen 
(NTCs) ein Ct-Wert, der nur 9,21 Zyklen über dem höchsten Ct-Wert der Proben liegt (Tab. 
11). Damit werden die vorgegebenen 10 Zyklen unterschritten und die relative Expression 
von CASP4 und PIAS3 wäre eigentlich – trotz geringer Kontamination in den NTCs mit 
diesen Primern - nicht bestimmbar. Folgende Abbildung verdeutlicht aber, dass die Proben 
innerhalb der Dreifachbestimmung eine geringe Schwankungsbreite aufweisen und die 
Differenz von den NTCs deutlich ist (Abb. 25). 
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Abb. 25 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JAR-Zellen und dem Primerpaar HMBS-3. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Durch die 
Dreifachbestimmung sieht man jeweils 3 gruppierte Kurven. Rechts die Kurven der 
Negativkontrollen (NTC). Links die Kurven der nicht stimulierten Zellen (Ohne LIF), der 30 
Minuten (30 min LIF) und der 4 Stunden (4 h LIF) mit LIF stimulierten Zellen. Der Treshold 
(verdeutlicht durch die horizontale Linie) liegt bei 8,3. Der kleinste Ct-Wert der 
Negativkontrollen liegt um 9,21 Zyklen höher als der höchste Ct-Wert der Proben. 
Zusätzlich fällt aber eine LIF-stimulationsabhängige Expressionssteigerung des 
Referenzgens HMBS auf; die Fluoreszenzkurven der stimulierten Proben haben einen 
deutlichen niedrigeren Ct-Wert als die Kurven der nicht stimulierten Proben. Ein 
Referenzgen sollte aber ein stimulationsunabhängig gleich bleibend hoch exprimiertes 
Gen sein. HMBS scheint als solches nicht geeignet zu sein. Folglich sollten die vom 
Programm REST 2009 mit HMBS normalisierten Ergebnisse auch als nicht-normalisiert 
betrachtet werden. Dies erfolgt für die JEG-3-Zellen am Ende dieses Kapitels (Tab. 12). 
Die NTCs der CASP4-Proben waren nahezu kontaminationsfrei (Abb. 26). 
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Abb. 26 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JAR-Zellen und dem Primerpaar CASP4. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Durch die 
Dreifachbestimmung sieht man jeweils 3 gruppierte Kurven. Rechts die Kurven der 
Negativkontrollen (NTC). Links die Kurven der nicht stimulierten Zellen (ohne LIF), der 30 
Minuten (30 min LIF) und der 4 Stunden (4 h LIF) mit LIF stimulierten Zellen. Der Treshold 
(verdeutlicht durch die horizontale Linie) liegt bei 8,3. Der kleinste Ct-Wert der 
Negativkontrollen liegt bei 39,62 und damit um 13,87 höher als die Ct-Werte der Proben. 
Die Kontamination ist somit tolerabel. 
Bei der Auswertung mit dem Programm REST 2009 deutete sich in Bezug auf das 
Referenzgen HMBS eine verminderte Expression der CASP4 nach LIF-Stimulation von 
JAR-Zellen an (Abb. 27). Die sowohl nach 30 Minuten als auch nach 4 Stunden LIF-
Stimulation als signifikant (p=0,036) angegebene Herabregulation der CASP4 ist aufgrund 
des als Bezug dienenden, aber offensichtlich doch nicht konstant exprimierten 
Referenzgens HMBS jedoch nicht als echt anzusehen. Vielmehr lässt sich bereits in Abb. 
26 eine Expressionssteigerung nach 4 Stunden LIF-Stimulation erkennen. Diese wird vom 
Programm REST 2009 als nicht-normalisiertes Ergebnis auch mit p<0,001 angegeben 
(siehe auch Tab. 12). 
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Abb. 27 Ergebnisse der CASP4-Expressionsanalyse LIF-stimulierter JAR-Zellen in der 
qPCR. Dargestellt ist die mit dem Programm REST 2009 ermittelte relative Expression 
nach 30 Minuten und 4 Stunden LIF-Stimulation in Bezug auf nicht stimulierte Zellen, 
jeweils mit 95%-Konfidenzintervall. Die Expression von CASP4 wurde dabei auf die 
Expression des Referenzgens HMBS bezogen. Links: Nach 30 Minuten LIF-Stimulation 
relative Expression 0,328 (95%-Konfidenzintervall 0,231-0,489, p=0,036). Rechts: Nach 4 
Stunden LIF-Stimulation relative Expression 0,486 (95%-Konfidenzintervall 0,309-0.738, 
p=0,036). 
PIAS3-Expression nach LIF-Stimulation der Zelllinie JAR 
Die NTCs des PIAS3-Versuchsansatzes mit der cDNA der Zelllinie JAR wiesen keine 
messbare Kontamination auf (Abb. 28). 
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Abb. 28 PCR mit der cDNA LIF-stimulierter JAR-Zellen und dem Primerpaar PIAS3. 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz in den Proben in Abhängigkeit vom PCR-Zyklus. Durch die 
Dreifachbestimmung sieht man jeweils 3 gruppierte Kurven. Rechts die Kurven der 
Negativkontrollen (NTC). Links die Kurven der nicht stimulierten Zellen (ohne LIF), der 30 
Minuten (30 min LIF) und der 4 Stunden (4 h LIF) mit LIF stimulierten Zellen. Der Treshold 
(verdeutlicht durch die horizontale Linie) liegt bei 8,3. Für keine der Negativkontrollen ließ 
sich ein Ct-Wert ermitteln. 
Die Auswertung mit dem Programm REST 2009 konnte hier keinen signifikanten 
Expressionsunterschied für PIAS3 nach LIF-Stimulation – bezogen auf das Referenzgen 
HMBS – zeigen (Abb. 29). Nicht-normalisiert – also ohne Bezug zum nicht geeigneten 
Referenzgen HMBS - zeigte sich sowohl nach 30 Minuten (p=0,036) als auch nach 4 
Stunden LIF-Stimulation (p=0,037) jedoch eine Heraufregulation von PIAS3. 
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Abb. 29 Ergebnisse der PIAS3-Expressionsanalyse LIF-stimulierter JAR-Zellen in der 
qPCR. Dargestellt ist die mit dem Programm REST 2009 ermittelte relative Expression 
nach 30 Minuten und 4 Stunden LIF-Stimulation in Bezug auf nicht stimulierte Zellen, 
jeweils mit 95%-Konfidenzintervall. Die Expression von PIAS3 wurde dabei auf die 
Expression des Referenzgens HMBS bezogen. Links: Nach 30 Minuten Stimulation 
Expressionssteigerung um den Faktor 3,018 (95%-Konfidenzintervall 0,553-10,735, 
p=0,327). Rechts: Nach 4 Stunden Stimulation Expressionssteigerung um den Faktor 6,117 
(95%-Konfidenzintervall 0,930-27,373, p=0,148). 
Folgende Tabelle (Tab. 12) zeigt zusammenfassend die mit dem Programm REST 2009 
berechneten nicht-normalisierten Expressionsveränderungen nach LIF-Stimulation in den 
ausgewerteten Versuchen. Da HMBS durch seine eigene stimulationsabhängige 
Expressionssteigerung als Referenzgen nicht geeignet ist, sind ausschließlich die nicht-
normalisierten Ergebnisse auswertbar. 
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Tab. 12 Zusammenfassung der mit dem Programm REST 2009 ermittelten 
nicht-normalisierten Expressionsveränderungen in den ausgewerteten qPCR-
Versuchen. 
 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass CASP4 und PIAS3 sowohl in JEG-3- als auch in 
JAR-Zellen nach LIF-Stimulation scheinbar vermehrt exprimiert werden, wobei der Effekt 
nach 4 Stunden Stimulation stärker zu sein scheint als nach 30 Minuten Stimulation. 
Durch die beschriebene Kontaminationsproblematik, die inkonstante Expression des 
Referenzgens HMBS und die geringe Anzahl der ausgewerteten Versuche bedürfen diese 
Ergebnisse weiterer Überprüfung. 
Zelllinie Gen LIF-
Stimulationszeit
Faktor der 
Expressionsänderung
95%-
Konfidenzintervall
p-Wert Signifikanz
30 min 1,416 0,980-2,080 0,164 nein
4 h 3,488 2,358-5,218 0,036 ja
30 min 4,184 2,969-6,315 <0,001 ja
4 h 4,779 3,314-6,229 0,047 ja
30 min 1,004 0,664-1,483 0,898 nein
4 h 5,834 4,656-7,265 <0,001 ja
30 min 9,232 1,618-31,252 0,036 ja
4 h 73,418 13,024-262,334 0,037 ja
JEG-3
JAR
CASP4
PIAS3
CASP4
PIAS3
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6 Diskussion 
Der JAK-STAT-Signalweg ist ein wichtiger Signaltransduktionsweg für eine Vielzahl von 
Zytokinen in unterschiedlichsten Zellpopulationen. Unter anderem steuert er zu einem 
großen Teil das Wachstum, Invasions- und Migrationsverhalten von Trophoblastzellen. 
Diese ähneln in ihrem invasiven Verhalten bösartigen Tumorzellen, so dass man sich aus 
genaueren Kenntnissen über die Regulation des JAK-STAT-Signalweges in 
Trophoblastzellen auch Erkenntnisse über die Regulation und mögliche medikamentöse 
Beeinflussung von Tumorzellen erhofft. 
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der drei Zytokine LIF, Oncostatin M und GM-CSF 
auf die Expression verschiedener Zielgene des JAK-STAT-Signalweges in den drei 
Trophoblastzelllinien JEG-3, HTR-8/SVneo und JAR mithilfe verschiedener PCR-Verfahren 
vergleichend zu untersuchen. 
Die für Vorversuche genutzte konventionelle PCR zeigte sich hier als zu wenig sensitives 
Verfahren für die Expressionsanalyse der zu untersuchenden Gene STAT3, CASP4, 
TIMP1, PIAS3, SOCS3, MMP2 und MMP9. Die nach Primerdesign und Optimierung der 
PCR-Bedingungen durchgeführten Versuche mit cDNA stimulierter Zellen zeigten keine 
Expressionsunterschiede zwischen nicht stimulierten und stimulierten Zellen. Vermutlich 
nur niedrig exprimierte Gene wie beispielsweise SOCS3 waren in der 
Agarosegelelektrophorese nach Multiplex-PCR nicht nachweisbar. 
In der daraufhin durchgeführten hochsensitiven Low-volume-RT-PCR mit anschließender 
Polyacrylamidgelelektrophorese konnte gezeigt werden, dass SOCS3 in HTR-8-Zellen 
durch LIF-Stimulation vermehrt exprimiert wird. Dabei waren die entsprechenden Banden 
nach 30 Minuten Stimulation deutlich kräftiger als nach 4 Stunden Stimulation zu 
erkennen, was auf ein Nachlassen des Effektes nach mehreren Stunden hindeutet. 
Über die Induktion von SOCS3 durch LIF wurde bereits in Versuchen mit 3T3-F442A-
Zellen (murine Pre-Adipozyten) berichtet (Adams et al. 1998). SOCS3 bildet dann einen 
negativen Rückkopplungsmechanismus des JAK-STAT-Signalweges (Nicholson et al. 
1999, Ram und Waxman 2000, Zhang et al. 1999). Zudem wurde gezeigt, dass die LIF-
induzierte Makrophagendifferenzierung muriner M1-Zellen durch SOCS3 verhindert 
werden kann (Nicholson et al. 1999). In vivo, im Knockout-Mausmodell, konnte dann 
nachgewiesen werden, dass ein Mangel an LIF-Rezeptoren die 
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Trophoblastendifferenzierung verhindert, wohingegen ein Mangel an SOCS3 sie verstärkt 
(Takahashi et al. 2003). SOCS3 ist also negativer Rückkopplungsmechanismus für die 
LIF-induzierte Trophoblastendifferenzierung. 
Dieser Mechanismus konnte in der vorliegenden Arbeit lediglich für HTR-8/SVneo-Zellen 
gezeigt werden, nicht jedoch für JEG-3- oder JAR-Zellen. Eine mögliche Erklärung dafür 
könnte sein, dass JEG-3- und JAR-Zellen als Tumorzelllinien diese Eigenschaft der 
negativen Rückkopplung über SOCS3 durch Mutationen verloren haben, wohingegen sie 
die nicht tumorösen HTR-8/SVneo-Zellen, die mit Hilfe von Virentransfektion immortalisiert 
wurden, behielten. Die mangelnde negative Rückkopplung des JAK-STAT-Signalweges 
könnte so auch mit zur Malignität der Zellen beitragen. Diese Vermutung wird durch eine 
Veröffentlichung untermauert, in der gezeigt werden konnte, dass SOCS3-Knockout-
Mäuse, denen spezifisch gastrointestinal SOCS3 fehlt, Magentumoren mit STAT3-
Überaktivität entwickeln (Inagaki-Ohara et al. 2012). SOCS3 agiert hier somit als 
Tumorsupressorgen. 
Oncostatin M und GM-CSF waren in den durchgeführten Versuchen bei keiner der 
Zelllinien in der Lage, einen Anstieg der SOCS3-Expression zu bewirken. Die in der 
Einleitung beschriebenen Ähnlichkeiten der beiden IL-6-Zytokine LIF und Oncostatin M 
ließen vermuten, mit Oncostatin M ebenfalls eine erhöhte Expression von SOCS3 
beobachten zu können. Es konnte zudem gezeigt werden, dass Oncostatin M ein starker 
Induktor von SOCS-3 in Astrozyten ist (Baker et al. 2008). Die Gründe, warum SOCS3 in 
HTR-8/SVneo-Zellen deutlich durch LIF, aber nicht durch Oncostatin M induziert werden 
kann, können vielfältig sein. Zum einen könnte der LIF-Rezeptor, an den normalerweise 
auch Oncostatin M binden kann (Gearing und Bruce 1992), bei HTR-8/SVneo-Zellen so 
verändert sein, dass er nur noch geringe Affinität zu Oncostatin M besitzt. Zum anderen 
könnte die Ursache in den vielfältigen Verknüpfungen der unterschiedlichen Signalwege 
innerhalb und außerhalb der Zelle zu suchen sein, wie zum Beispiel in hier nicht erfassten 
Inhibitoren. Nicht außer Acht zu lassen sind zudem methodische Ursachen wie zum 
Bespiel eine verminderte Wirkweise des eingesetzten Oncostatin M. Dies könnte durch die 
Mitführung einer Positivkontrolle bei weiteren Experimenten überprüft werden. 
Für die ebenfalls untersuchten Gene STAT3, CASP4, TIMP1, PIAS3, MMP2 und MMP9 
konnte keine Expressionsänderung nach Stimulation mit LIF, GM-CSF oder Oncostatin M 
gezeigt werden. Die Ursache hierfür ist mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit in der Methode 
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– die Low-volume-RT-PCR ist eine Endpunkt-PCR – zu suchen. Die genannten Gene 
wiesen im Vergleich zu SOCS3 bereits eine hohe Ausgangsexpression in nicht stimulierten 
Zellen auf, so dass mit dieser Methode keine weitere Expressionssteigerung gezeigt 
werden konnte. 
Ein großes Problem der Low-volume-RT-PCR war eine hohe Kontaminationsrate der 
Negativkontrollen. Diese ist, wie im Kapitel 5.2.2 bereits beschrieben, unter anderem auf 
die hohe Sensitivität des Systems, das schon einzelne Kopien eines Genes nachweisen 
kann, zurückzuführen. Zudem gab es eine Vielzahl an Kontaminationsmöglichkeiten: Die 
Reaktionsringe auf dem AmpliSlide-Objektträger sind nicht abgeschlossen; Aerosole 
können leicht andere Reaktionsringe kontaminieren. Durch die fehlende räumliche 
Trennung von Prä- und Post-PCR-Bereich könnte auch schon die Produktkonzentration in 
der Raumluft die Reaktionsringe verunreinigen. Das Pipettieren der PCR an anderen 
Plätzen im Labor wurde erprobt, hatte aber vermutlich aufgrund der erstgenannten 
Kontaminationsmöglichkeiten keine großen Verbesserungen zur Folge. Kontaminationen, 
die in diesem System zur Geltung kommen, würden großenteils in anderen, weniger 
sensitiven PCR-Verfahren keine Auswirkungen zeigen. 
Die Low-volume-RT-PCR sollte vor allem auch der Vorbereitung der Single-cell-PCR 
dienen. Um die möglicherweise voneinander abweichenden Genexpressionsmuster 
einzelner Zellen innerhalb einer Population zu untersuchen, wurden dafür einzelne Zellen 
mit dem Mikromanipulator auf die Slides des AmpliSpeed slide cycler ASC400D 
aufgebracht und dann analog der Low-volume-RT-PCR untersucht. Hier zeigten sich von 
Versuch zu Versuch unterschiedlichste Bandenmuster Dies könnte zunächst noch durch 
die den Vermutungen entsprechend voneinander abweichenden Genexpressionsmuster 
der einzelnen Zellen erklärt werden. Gemeinsam mit den wie in der Low-volume-RT-PCR 
kontaminierten Negativkontrollen, die häufig ähnliche Bandenmuster wie die eigentlichen 
Proben aufwiesen, ist dies jedoch eher als Ausdruck der methodischen Unzulänglichkeiten 
der Single-cell-PCR als Variante der Low-volume-RT-PCR zu sehen. Die inkonsistenten 
Ergebnisse traten auch bei Versuchen an anderen Zelltypen und Genen von Jana 
Pastuschek (Pastuschek 2012) und Sebastian Grosse (Grosse 2014) aus dem 
Plazentalabor auf. Sie zeigten, dass das für die Arbeit mit dem Mikromanipulator 
verwendete Lösungsmittel PBS vermutlich durch beschädigte Zellen selbst schon solche 
Mengen RNA enthielt, dass es allein aufgetragen zu Banden führte, die von Proben mit 
enthaltener Zelle nicht zu unterscheiden waren. Aus diesen Gründen wurde die Single-
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cell-PCR nicht weitergeführt. 
Die Low-volume-RT-PCR und die Variante Single-cell-PCR sind genau wie die 
konventionelle PCR Endpunkt-PCRs, die keinen quantitativen Vergleich der 
Expressionsstärke, sondern lediglich eine dichiotome Aussage darüber zulassen, ob ein 
Gen in größerem Maße exprimiert wird oder nicht nachweisbar ist. Aufgrund dessen wurde 
im Anschluss eine quantitative Real-Time-PCR (qPCR) durchgeführt. Eine absolute 
Quantifizierung der Genexpression wurde dabei aufgrund der nicht erfassten RNA-Qualität 
nicht angestrebt. Mit dem Computerprogramm REST2009 (Pfaffl et al. 2002) ist es 
allerdings durch Normalisierung der Probenwerte auf ein Referenzgen und unter Einbezug 
der in einer Standardreihe ermittelten Effizienzen möglich, eine relative Quantifizierung 
durchzuführen. 
Die Verifizierung des in der Low-volume-RT-PCR gezeigten Anstieges der SOCS3-
Expression in HTR-8/SVneo-Zellen nach LIF-Stimulation war jedoch mittels der qPCR 
nicht möglich, da die bereits in der Low-volume-RT-PCR aufgefallene 
Kontaminationsproblematik in der qPCR die Auswertung aller mit SOCS3 sowie HTR-
8/SVneo-Zellen durchgeführten Versuche unmöglich machte. Die verschiedenen Versuche 
zur Verminderung der Kontaminationen, wie zum Beispiel das Pipettieren der PCR-
Ansätze in anderen Räumen oder die UV-Bestrahlung der verwendeten Pipetten, blieben 
auch hier erfolglos. So blieb auch die Frage offen, ob die Expression von SOCS3 in JAR- 
und JEG-3-Zellen nach LIF-Stimulation, welche mittels der Low-volume-RT-PCR nicht 
detektiert werden konnte, doch einer geringen Regulation unterliegt. Die Signale der 
Proben mit SOCS3 in den kontaminationsbedingt unausgewerteten qPCR-Versuchen 
lassen in allen drei Zelllinien erkennen, dass SOCS3 – im Vergleich zu den anderen 
untersuchten Genen – generell sehr niedrig exprimiert wird. So ist es besonders wichtig, 
an der Verhinderung der Kontamination der SOCS3-Proben zu arbeiten, um mögliche 
geringe Änderungen der Expression bei einer niedrigen basalen Expression detektieren zu 
können. 
Ebenfalls mit zu hohen RNA-Kontaminationen für eine Auswertung der Versuche behaftet 
waren die Standardreihen der Gene TIMP1 und MMP9. Eine Fortführung der Versuche 
bleibt aber anzustreben, denn MMP9 spielt durch die Freisetzung der aktiven Form von 
VEGF (vascular endothelial growth factor) und die Degradation der Proteine der 
vaskulären Basalmembran eine große Rolle in der Angiogenese (Bergers und Coussens 
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2000). Zudem aktiviert MMP9 Signalproteine wie IL-8, IL-1ß und TGF-ß (Chakrabarti und 
Patel 2005). Es ist kein ubiquitär exprimiertes Enzym, sondern wird vor allem durch 
inflammatorische Stimuli induziert (Opdenakker et al. 1991). So wird MMP9 auch im 
Zusammenhang mit entzündlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder 
chronischem Asthma bronchiale sowie vielen Tumorerkrankungen (Bjorklund und 
Koivunen 2005) erforscht. MMP9 wird durch TIMP1 gehemmt (Crocker et al. 2004). Für 
primäre Ersttrimester-EVT-Zellkulturen wurde beschrieben, dass LIF die MMP2- und 
MMP9-Sekretion nicht veränderte, aber die Sekretion von TIMP1 und TIMP2 steigerte 
(Tapia et al. 2008). Hingegen konnte eine Herabregulation von TIMP-1 durch LIF in JEG-3-
Zellen gezeigt werden (Fitzgerald et al. 2005b). 
Bei der Analyse der gering bis nicht kontaminierten Versuche mit CASP4 und PIAS3 in 
JEG-3- und JAR-Zellen fiel eine deutliche stimulationsabhängige Expressionsänderung 
des als Referenzgen genutzten HMBS auf. Das Referenzgen sollte ein 
stimulationsunabhängig gleichbleibend stark exprimiertes Gen sein, um zur 
Normalisierung der anderen untersuchten Gene zu dienen. HMBS erfüllte diese 
Anforderung nicht, so dass die Normalisierung der Ergebnisse mit dem Programm 
REST2009 nicht zu reliablen Ergebnissen führte. Zu HMBS als Referenzgen bei der 
Analyse verschiedenster Zellen liegen zahlreiche Publikationen vor (Kowalewska et al. 
2012, Luchsinger et al. 2013), jedoch nicht für die Analyse von Trophoblastzellen. Es sollte 
also nach einem geeigneteren Referenzgen für Trophoblastzellen gesucht werden. 
Bei Betrachtung der nicht-normalisierten Ergebnisse zeigte sich, dass CASP4 und PIAS3 
sowohl in JEG-3- als auch in JAR-Zellen nach LIF-Stimulation vermehrt exprimiert zu 
werden schienen, wobei der Effekt nach 4 Stunden Stimulation noch stärker zu 
beobachten war als nach 30 Minuten Stimulation. 
In der Arbeit von (Fitzgerald et al. 2005b) wurde bereits für JEG-3-Zellen gezeigt, dass die 
CASP4-Expression nach LIF-Stimulation ansteigt. JAR-Zellen verhalten sich hier also 
vermutlich ähnlich, was mit der gemeinsamen Abstammung aus Trophoblastzellen zu 
erklären ist, die mithilfe der CASP4 das Zytokin IL-1ß in seine aktive Form umwandeln und 
so die Implantation des Embryos ermöglichen (Kamens et al. 1995). 
Für PIAS3 liegen derzeit keine vergleichbaren Ergebnisse vor. Sie erscheinen jedoch 
plausibel, wenn man bedenkt, dass PIAS3 über die Bindung an STAT3 ein Inhibitor des 
JAK-STAT-Signalweges ist (Chung et al. 1997) und die negative Rückkopplung ein 
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häufiger Mechanismus zur Limitierung eines angestoßenen Signalübertragungsprozesses 
ist. Das Fehlen von PIAS-Homologen bei Drosophila führt durch die mangelnde 
Limitierung des JAK-STAT-Signalweges zu einer höheren Entstehungswahrscheinlichkeit 
für Leukämien (Betz et al. 2001). Bei JEG-3- und JAR-Zellen als Tumorzelllinien scheint 
PIAS3 nach den vorliegenden Ergebnissen aber nicht in deren Genese involviert zu sein. 
Aufgrund des Fehlens eines verlässlichen Referenzgens und der kontaminationsbedingt 
geringen Anzahl der ausgewerteten Versuche bedürfen die Ergebnisse der qPCR-
Versuche jedoch zwingend weiterer Überprüfung. 
Die Etablierung der qPCR ermöglicht, die Versuche auch nach Oncostatin M- und GM-
CSF-Stimulation sowie mit weiteren Genen durchzuführen. Für die Gene STAT3 und 
MMP2 beispielsweise lagen keine für die qPCR geeigneten Primer vor. Hier wären weitere 
Versuche interessant, da MMP2 wie MMP9 neben der Spaltung von Kollagenen, Elastin 
und Vitronektin (Chakrabarti und Patel 2005) auch an der Neovaskularisation beteiligt ist 
(Shapiro et al. 2010) und über die Prozessierung von Signalproteinen außerdem bei 
Inflammationsprozessen eine Rolle spielt (Schonbeck et al. 1998). Von STAT3 als 
direktem Bestandteil des untersuchten Signalweges ist bekannt, dass es durch 
Phosphorylierung ohne Ligandenbindung und somit daueraktiviert an Tumorwachstum 
beteiligt ist (Bromberg et al. 1999, Migone et al. 1995). 
Die qPCR ist unter den verschiedenen durchgeführten PCR-Verfahren als das 
vielversprechendste Verfahren zur Genexpressionsanalyse anzusehen, da es am 
sensitivsten die Expressionsveränderungen nach Stimulation der Zelllinien darstellt. 
So könnten auch die Verknüpfungen jenseits des bekannten JAK-STAT-Signalweges 
untersucht werden. Eine neuere Veröffentlichung zeigt beispielsweise, dass auch die 
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase)-Aktivierung wichtig für den LIF-induzierten 
Proliferationsanstieg bei HTR-8/SVneo-Zellen ist (Prakash et al. 2011). 
Ein weiterer neuer Zweig ist die Untersuchung von Micro-RNAs, kurzen, nicht-kodierenden 
RNA-Sequenzen, die die Genexpression posttranskriptional beeinflussen. In einer 
Publikation aus diesem Labor wurde gezeigt, dass LIF die Expression von Micro-RNA in 
JEG-3-Zellen beeinflusst (Morales-Prieto et al. 2011). Dies könnte das Bindeglied für viele 
Effekte der LIF-Stimulation sein, die sich nicht mit herkömmlichen 
Signaltransduktionswegen erklären lassen. 
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Es bleibt folglich noch großer Forschungsbedarf hinsichtlich der Signaltransduktion in 
Trophoblastzellen, um in Zukunft Therapiemöglichkeiten für Krebserkrankungen sowie 
immunologische Krankheiten ableiten zu können. 
Schlussfolgerungen  68 
7 Schlussfolgerungen 
In dieser Arbeit wurde der Einfluss der drei Zytokine LIF, Oncostatin M und GM-CSF auf 
die Expression verschiedener Zielgene des JAK-STAT-Signalweges in den drei 
Trophoblastzelllinien JEG-3, HTR-8/SVneo und JAR mithilfe verschiedener PCR-Verfahren 
vergleichend untersucht. Trophoblastzellen wachsen als embryonale Zellen invasiv in 
mütterliches, fremdes Gewebe ein und ähneln damit Tumorzellen. Im Gegensatz zu deren 
unkontrollierter Ausbreitung werden Trophoblastzellen jedoch durch zahlreiche Signale 
gesteuert. Dabei spielt der JAK-STAT-Signalweg eine zentrale Rolle, so dass man sich von 
der Erforschung seiner Steuerung Erkenntnisse für die Behandlung von Tumoren, aber 
auch von Erkrankungen des Immunsystems verspricht. 
Die zu Beginn durchgeführte konventionelle PCR zeigte eine zu geringe Sensitivität für 
Expressionsanalysen und wurde daher nur für Etablierungszwecke genutzt. 
In der hochsensitiven Low-volume-PCR konnte eine Steigerung der Expression von 
SOCS3 nach LIF-Stimulation von HTR-8/SVneo-Zellen gezeigt werden, jedoch nicht nach 
entsprechender Stimulation der anderen beiden Zelllinien. SOCS3 ist ein Inhibitor des 
JAK-STAT-Signalweges, bildet also bei HTR-8/SVneo-Zellen einen negativen 
Rückkopplungsmechanismus. JEG-3 und JAR sind im Gegensatz zu HTR-8/SVneo 
Tumorzelllinien. Sie könnten die negative Rückkopplung durch Mutationen verloren haben. 
SOCS3 könnte also als inaktiviertes Tumorsupressorgen zur Tumorentstehung 
beigetragen haben.  
In der Single-cell-PCR sollte das Expressionsverhalten einzelner Zellen untersucht 
werden, was jedoch wegen grundlegender, nicht auszuräumender methodischer Mängel 
nicht gelang. 
In der quantitativen Real-time-PCR (qPCR) konnte gezeigt werden, dass CASP4 und 
PIAS3 sowohl in JEG-3- als auch in JAR-Zellen nach LIF-Stimulation scheinbar vermehrt 
exprimiert werden. CASP4 ist über das Zytokin IL-1ß an der Implantation des Embryos 
beteiligt; die Implantation wird also wahrscheinlich auf diesem Weg mitgesteuert. PIAS3 ist 
über die Bindung an STAT3 ein Inhibitor des JAK-STAT-Signalweges, so dass hier 
ebenfalls ein negativer Rückkopplungsmechanismus vorzuliegen scheint, in dem PIAS3 
als Tumorsuppressorgen agieren kann. 
Die qPCR erschien unter den verschiedenen PCR-Verfahren als das vielversprechendste, 
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da mit ihr auch sehr kleine Expressionsunterschiede nachgewiesen werden können, die in 
den anderen Verfahren als Endpunkt-PCRs nicht detektierbar sind. Mit ihr können nun die 
in dieser Arbeit begonnen Versuche fortgeführt und auf andere Zelllinien, andere Zytokine 
und andere Zielgene ausgeweitet werden. Optimierungsbedarf besteht dabei für 
nachfolgende Versuche in der Vermeidung von DNA-Kontamination, die in den bereits 
durchgeführten Versuchen zum Teil schon vermindert werden konnte, aber gerade bei den 
sehr sensitiven Nachweisverfahren weiter von großer Bedeutung ist. Zudem sollte für die 
qPCR nach einem geeigneteren Referenzgen gesucht werden, da sich für HMBS nach 
Stimulation Expressionsänderungen zeigten. 
Bis zum vollständigen Verständnis der Regulationsvorgänge in Trophoblastzellen werden 
allerdings noch zahlreiche Versuche nötig sein. Der JAK-STAT-Signalweg selbst ist 
komplex – die in dieser Arbeit untersuchten Gene bilden nur einen kleinen Ausschnitt ab – 
und zudem ist er vielfältig mit anderen Signalwegen verknüpft. Darüber hinaus gibt es zu 
den bekannten Signalwegen neuentdeckte Regulationsmechanismen, wie zum Beispiel 
MicroRNAs. Es bleibt folglich noch großer Forschungsbedarf hinsichtlich der komplexen 
Abläufe in der Trophoblastzelle, um in Zukunft Therapiemöglichkeiten für 
Krebserkrankungen oder immunologische Krankheiten ableiten zu können. 
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